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Opfindelsens omradée

Den foreliggende opfindelse angar en fremgangsmade til reduktion af
indholdet af phosphor-indeholdende bestanddele i en spiseolie, som omfatter
en stor maengde ikke-hydrerbart phosphor, ved anvendelse af en
phospholipase.

Den foreliggende opfindelse angdr yderligere et enzym med phospholipase-
aktivitet, en klonet DNA-sekvens, der koder for enzymet med phospholipase-
aktivitet, en fremgangsmade til frembringelse af enzymet og anvendelse af
nzvnte enzym til en reekke industrielle formal.

Opfindelsens baggrund

Enzymatisk deqummering af spiseolier, som omfatter en relativ stor maenade
ikke-hydrerbart phosphorindhold

Anvendeisen af phospholipase til enzymatisk degummering af en
vanddegummeret spiseolie (US 5264 367, Metaligeselischaft, Réhm) til at
reducere phosphorindholdet i naevnte vanddegummeret spiseolie er velkendt.

Denne proces kan imidlertid forbedres yderligere, isar til udferelse af
enzymatisk degummering af spiseolier, som omfatter en stor mangde ikke-
hydrerbart phosphor (NHP) og/eller relativt store meaengder af mucilago.

Folgeligt er et formal for opfindelsen at tilvejebringe en fremgangsmade til at
reducere indholdet af phosphor-indeholdende bestanddele i sadanne olier,
hvor naevnte fremgangsméde omfatter anvendelse af en phospholipase.

En phospholipase ifgige opfindelsen

Phospholipider, sdsom lecithin eller phosphatidylcholin, bestar af glycerol, der
er esterificeret med to fedtsyrer i den ydre (sn-1) og den midterste (sn-2)
position og esterificeret med phosphorsyre i den tredje position;
phosphorsyren igen kan vaere esterificeret til en aminoalkohol. Phospholipaser
er enzymer, der tager del i hydrolysen af phospholipider. Adskillige typer af
phospholipase-aktivitet kan skelnes fra hinanden, herunder phospholipaseme
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A (PLA,) og Az (PLA;), som hydrolyserer én fedtsyregruppe (i henholdsvis sn-
1- og sn-2-positionen) til frembringelse af lysophospholipid, og
lysophospholipase (eller phospholipase B (PLB)), som kan hydrolysere den

resterende fedtsyregruppe i lysophospholipid.

Denne opfindelse angar blandt andet en phospholipase fra en tradsvamp, som
har evnen fil at hydrolysere den ene ogleller begge fedtsyregrupper i et
phospholipid (det vil sige fremviser PLA- og/eller PLB-aktivitet).

Tidligere karakteriserede PLA- og/eller PLB-enzymer fra svampe

Talrige referencer beskriver karakteriseringen af svampe-phospholipaser. For
at gore det lettere at f4 et overblik over status inden for omradet, er
referencerne blevet grupperet i to afsnit.

Afsnit ét vedrerer referencer, som beskriver identificeringen af svampe-
phospholipaser, som man aktuelt ikke mener er besleegtede med svarhpe-
phospholipasen ifelge den foreliggende opfindelse. Disse referencer er
hovedsageligt indbefattet for at' sammenfatte status inden for omradet
karakterisering af svampe-phospholipaser. )

Afs_nit to vedrerer referencer, som beskriver karakteriseringen af svampe-
phospholipaser, som menes at vaere relevante for svampe-phospholipaserne
ifelge den foreliggende opfindelse.

Afsnit &t

Enzymer med phospholipase A- og/eller B-aktivitet er blevet fundet i forskellige
svampekilder, herunder Penicillium notatum (der ogsd er kendt som P.
chrysogenum; N. Kawasaki, J. Biochem. 77:1233-44, 1975; N. Masuda et al.,
Eur. J. Biochem. 202:783-787, 1991), P. cyclopium (Process Biochemistry

~ 30(5):393-401, 1995), Saccharomyces cerevisiae (M. Ichimasa et al., Agric.

Biol. Chem. 49(4):1083-89, 1985; F. Paultauf et al., J. Biol. Chem. 269:19725-
30, 1994), Torulaspora delbrueckii (gammelt navn Saccharomyces roser, Y.
Kuwabara, Agric. Biol. Chem. 52(10):2451-58, 1988; FEMS, Microbiol. Letters
124:29-34), Schizosaccharomyces pombe (H. Oishi et al., Biosci. -Biotech.
Biochem. 60(7):1087-92, 1996), Aspergillus niger (Technical Bulletin, G-
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zyme™ (5999, Enzyme Bio-Systems Ltd.; Process Biochemistry 30(5):393-401
(1995)) og Corticium centrifugum (S. Uehara et al., Agric. Biol. Chem.
43(3):517-525, 1979).

Afspitto

EP 575133 A2 beskriver isoleringen og karakteriseringen af en svampe-
phospholipase A1, som er opndet fra Aspergillus, og anvendelsen deraf til
industrielle formél.

Der er ingen sekvensinformation (hverken DNA- eller aminosyre-) indbefattet i
ansggningen, ej heller er nogen strategi eller noget forslag til kloning af noget
af Aspergillus-phospholipasen beskrevet eller anfart i ansggningen.

Tsung-Che et al. (Phytopathological notes 58:1437-38 (1968)) beskriver kort
karakteriseringen af en phospholipase fra Fusarium solani.

EP 130 064 beskriver en isoleret fraktion af et fermenteringsmedium, der
fremviser lipase-aktivitet, som er opndet fra stammen Fusarium oxysporum
DSM 2672. Ydermere er anvendelsen deraf i detergentsammensaetninger
beskrevet. EP 130 064 beskriver imidlertid ikke denne fraktion som
fremvisende phospholipase-aktivitet.

WO 96/13579 beskriver en lipase, som er opnaet fra stammen Fusarium
culmorum CBS 513.94, herunder dens N-terminale sekvens.

WO 96/13579 beskriver imidlertid ikke noget enzym, som fremviser
phospholipase-aktivitet, '

En cDNA-sekvens, som koder for en lipase fra Fusarium heterosporum er
beskrevet (Cloning and nucleotide sequence of cDNA encoding a lipase from
Fusarium heterosporum, J. Biochem. 116:536-540, 1994). Denne sekvens
menes aktuelt at vaere den DNA-sekvens, der er mest beslaegtet med en
klonet DNA-sekvens ifeige opfindelsen (se afsnittet "Sammenligning med
tidligere kendt materiale” (se nedenfor)). Denne reference beskriver imidlertid
ikke noget enzym, der fremviser phospholipase-aktivitet,
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En cDNA-sekvens, som koder for en phospholipase B fra Penicillum notatum, -
er beskrevet (Eur. J. Biochem. 202:783-787, 1991). Denne klonede DNA-
sekvens har imidlertid meget begraenset homologi med en DNA-sekvens ifelge
opfindelsen (se afsnittet "Sammenligning med tidligere kendt materiale” (se
nedenfor)). '

Industriel anvendelse af phospholipaser

En reekke anvendelser af phospholipaser er kendte, sasom anvendelse af
phospholipase i for eksempel enzymatisk degummering af en
vanddegummeret olie (US 5 264 367, Metallgeselischaft, Ro6hm), behandling
af stivelseshydrolysat (isaer fra hvedestivelse) il forbedring af filtrerbarheden

. (EP 219 268, CPC International), som tilszetningsstof til bredde;j til at forbedre

brodets elasticitet (US4 567 046, Kyowa Hakko), og til fremstiling _af
lysolecithin med specielle emulgerende egenskaber.

Aktuelt anvendes phospholipasen Lecitase® (Novo Nordisk A/S) kommercielt
til for eksempel degummering af olier. Lecitase® er et mammalia-enzym, som
er opnaet fra svinepancreas.

Det er velkendt, at det er muligt at danne svampeenzymer rekombinant med
opnaelse af industrielt skonomisk acceptable udbytter, iszer fra trddsvampe.

Folgeligt er det et formal for denne opfindeise at tilvejebringe en forbedret
phospholipase til anvendelse for eksempel i processerne, der er beskrevet
ovenfor.

Det er endvidere et formal for den foreliggende opfindelse at beskrive
processer og fremgangsmader til rekombinant produktion med industrielt
acceptable udbytter af en phospholipase, som er opnaet fra en tradsvamp.

Sammendrag af opfindeisen

Vanddegummering af spiseolier udferes ved hjeelp af ekstraktion med vand.
Ved denne behandling efterlades en de! af phosphatiderne i olien. Denne del
beskrives ved hjmslp af feellesbetegnelsen “ikke-hydrerbare phosphatider”
(NHP). Ved produktionen af olier er det essentielt at fierne NHP-indholdet (US
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5 264 367).

Den foreliggende opfindelse tilvejebringer en fremgangsmade til fiemelse af
NHP-indholdet i en olie, som omfatter en relativ stor maengde af NHP.

Felgeligt angér opfindelsen i et forste aspekt en fremgangsmade til at
reducere indholdet af phosphor-indeholdende bestanddele i en spiseolie, som
har et ikke-hydrerbart phosphorindhold pPa mindst 50 ppm, der er malt ved
hjzelp af: '

i) forbehandling af spiseolien ved 60 °C ved hjeelp af tilseetning af en
oplasning, som omfatter citronsyremonohydrat i vand (tilsat vand vs. olie = 4,8
% vaegtivaegt, [citronsyre] i vandfase = 106 mM, i vand/olie-emulsion = 4,6
mM) i 30 minutter,

ii) overfersel af 10 ml af den forbehandlede vand-i-olie-emulsion til et
reagensglas, '
iii) opvarmning af emulsionen i et kogende vandbad i 30 minutter,

iv) centrifugering ved 5000 rpm i 10 minutter,

v) overfarsel af ca. 8 ml af den everste (olie) fase til et nyt reagensglas
og henstand til bundfzldning i 24 timer, og

Vi) herefter udtagning af 2 g fra den everste klare fase til maling af det
ikke-hydrerbare phosphorindhold {ppm) i spiseolien,

og hvor nzevnte fremgangsméde omfatier:

kontaktbringning mellem naevnte olie ved en PH fra 1,5-8 og en vandig
oplesning af en phospholipase A1, en phospholipase A2 eller en
phospholipase B, idet oplasningen emulgeres i olien, indtil phosphorindholdet i
olien er reduceret til mindre end 11 PPm, og efterfeigende separering af den
vandige fase fra den behandlede olie.

| et andet aspekt angar opfindelsen en ny kionet phospholipase.

NZAS-0007450
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Yderligere undersegelser af karakteren af lipase-aktiviteten, som findes i
Fusarium oxysporum DSM 2672 (og er beskrevet i EP 130 064), viste, at den
isolerede fraktion omfatter adskillige bestanddele med lipase-aktivitet, hvoraf
den ene fremviste phospholipase-aktivitet.

P4 trods af en rackke tekniske vanskeligheder (se nedenfor) har de
foreliggende opfindere veeret | stand til at kione et enzym, som fremviser
phospholipase A-aktivitet, fra en stamme af slaegten Fusarium, mere specifikt
Fusarium oxysporum.

Dette er farste gang en phospholipase A fra en tradsvamp er blevet kionet, og
folgeligt tilvejebringer den foreliggende opfindelse en kionet DNA-sekvens,
som koder for et phospholipase A-enzym fra en trddsvamp.

- Felgeligt angar ét aspekt af opﬁndelsen en klonet DNA-sékvens, som koder

for et polypeptid med phospholipase A-aktivitet, hvor DNA-sekvensen er
opnaet fra en trddsvamp.

En cDNA-sekvens, som koder for en phospholipase B fra Penicillum notatum,
er beskrevet i Eur. J. Biochem. 202:783-787, 1991.

Denne DNA-sekvens fremviser imidlertid kun en meget begreenset DNA-lighed
pa 39 % med DNA-sekvensen ifelge den foreliggende opfindelse (SEQ ID
NO: 1, 23-1060), og endvidere varierer en fysiologisk egenskab, sasom
molekylemassen, betydeligt mellem neevnte PLB fra P. notatum (66 kDa) og
en phospholipase ifelge opfindelsen (29 + 10 kDa (se nedenfor)).

Endvidere har en sammenligning med kendte nukleotid- og
aminosyresekvenser vist, at DNA-sekvensen og/eller den tilsvarende kodede
aminosyresekvens ifelge opfindelsen kun har ringe homologi med alle kendte
DNA- og/eller aminosyresekvenser (se nedenfor),

Folgelig mener man aktuelt, at DNA-sekvensinformationen, der tilvejebringes i
den foreliggende ansagning, vil vaere meget vzerdifuld til for eksempel kloning
af en anden beslaegtethomolog phospholipase-kodende DNA-sekvens, da en
specifik hybridiseringsprobe ogleller PCR-primere nu let kan konstrueres pa

——— —— Ay~ - — _— —.'__ - ————
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7
basis af neevnte DNA-sekvens ifelge opfindelsen.

Yderligere mener man akiuelt, at det er muligt at kione bade en
besleegtethomolog phospholipase A- ogleller phospholipase B-kodende DNA-
sekvens pd basis af sekvensinformationen, der tilvejebringes i den
foreliggende ansegning.

Felgeligt angar opfindelsen i et yderligere aspekt en klonet DNA-sekvens, som
koder for et enzym, der fremviser phospholipase A- og/eller phospholipase B-
aktivitet, idet DNA-sekvensen er vaigt fra gruppen, der omfatter:

(a) den phospholipase A-kodende del af DNA-sekvensen, der er kionet
ind i plasmid pYES 2.0, som er til stede i Escherichia coli DSM.11299,

(b) DNA-sekvensen, der er vist i positioneme 23-1063 i. SEQ ID NO: 1,
mere fortrinsvis positionerne 113-1063 i SEQ ID NO: 1, eller endnu mere
fortrinsvis positionerne 113-929 i SEQ ID NO: 1, eller den komplementzere
streng dertil,

(c) en DNA-sekvens, der er mindst 70 % homolog med naevnte DNA-
sekvenser, der er defineret i (a) eller (b),

(d) en DNA-sekvens, der er defineret i (a) eller (b), som koder for et
polypeptid, der fremviser phospholipase-aktivitet og er mindst 70 % homolog
med polypeptidsekvensen, der er vist i positionerne 31-346 i SEQ ID NO: 2,
eller mere fortrinsvis mindst 70 % homolog med polypeptidsekvensen, der er
vist i positioneme 31-303 i SEQ ID NO: 2,

(e) en DNA-sekvens, som hybridiserer med en dobbeltstrenget DNA-
probe, som omfatter DNA-sekvensen, der er vist i positionerne 23-1063 i SEQ
ID NO: 1, ved lav stringens,

1)) en DNA-sekvens, som koder for et polypeptid, der har de samme
aminosyresekvenser i positionresterne 1 til 346, 31 til 303 eller 31 til 303 i SEQ
ID NO: 2, eller aminosyresekvenserne, der kodes for ved hjaelp af en hvilken
som helst af DNA-sekvenserne ifgige (e), og
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(9) en DNA-sekvens, som er et fragment af DNA-sekvenseme, der er
specificeret i (a), (b), (c). (d), (e) eller (f).

Endvidere er en phospholipase ifelge opfindelsen blevet grundigt
karakteriseret, og det har vist sig, at den har phospholipase-aktivitet ved lavt
PH, denne egenskab ger den meget egnet til anvendelse til oliedegummering.
Phospholipasen er ikke membranbundet, hvilket ger den egnet til kommercie!
produktion og oprensning.

Felgeligt angar opfindelsen i et yderligere aspekt et isoleret polypeptid med
phospholipase A-akfivitet, som er opnaet fra en stamme af slasgten Fusanum
og har:

i)  PLA-aktivitet i pH-intervallet 3-10, malt ved 40 °C,

ii) en molekylemasse pa 29 1 10 kDa, bestemt ved hjeelp af SDS-PAGE,
iii) et isoelektrisk pdnkt (pl) i intervallet 4,5-8,

iv) et temperaturoptimum for phospholipase-aktivitet i intervallet 25-55 °C,
malt med lecithin som substrat ved pH 5, og/eller

V) et pH-optimum for phospholipése-aktivitet i pH-intervallet 6-12, mait
med lecithin som substrat ved 37 °C.

En bdledt aminosyresekvens for en isoleret phospholipase ifeige opfindelsen )
ervisti SEQID NO: 2,

Den N-terminale aminosyresekvens for en moden secemeret isoleret

- phospholipase er blevet bestemt. Naevnte N-terminale sekvens viste, at den

modne del af en phospholipase ifelge opfindelsen med aminosyresekvensen,
der er vist i SEQ ID NO: 2, starter i aminosyre nr. 31 i SEQ ID NO: 2. Se
forsogseksempel heri for yderligere detaljer (se nedenfor).

E'ndvidere er den C-terminale sekvens for en aktiv secemeret phospholipase

felge opfindelsen med aminosyresekvensen, der er vist i SEQ 1D NO: 2,
blevet bestemt. Nasvnte C-terminal-bestemte phospholipase blev rekombinant

NZAS-0007453
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udtrykt i tradsvampestammen Aspergillus oryzae. Se forsegseksempel heri for
yderligere henvisning.

Disse resultater viste, at enzymet blev C-terminalt processeret under
ekspression fra A. oryzae, og resultateme tyder pa, at Ser303 i SEQ ID NO: 2
er den mest sandsynlige C-terminale rest i det udtrykte modne aktive enzym.
Det forudses imidlertid, at endnu yderligere C-terminal processering kan finde
sted (det vil sige, som frembringer et fragment af naevnte sekvenser), og at
man stadig har et udtrykt modent aktivt enzym.

Folgeligt angar opfindelsen i et yderigere aspekt et isoleret enzym, som
fremviser phospholipase A- ogleller B-aktivitet og er vaigt fra gruppe, der
omfatter:

(a) et polypeptid, som kodes af den phospholipase A- og/eller B-
enzymkodende del af DNA-sekvensen, der er klonet ind i PYES 2.0, som er til
stede i Escherichia coli DSM 11299,

(b) et polypeptid med en aminosyresekvens som vist i positioneme 31-
3461 SEQ ID NO: 2,

(c) et polypeptid med en aminosyresekvens som vist i positioneme 31-
303iSEQ ID NO: 2,

(d) en analog til polypeptider, der er defineret i (a), (b) eller (c), idet
analogen er mindst 70 % homolog med naevnte polypeptid, og

(e)  etfragment af (a), (b), (c) eller (d).

| endnu et yderligere aspekt tivejebringer opfindelsen en rekombinant
ekspressionsvektor, som dbner mulighed for heterolog rekombinant broduktion
af et enzym ifelge opfindelsen. Det er derved muligt at lave en staerkt oprenet
phospholipase-sammensaetning, som er kendetegnet ved at vaere fri for
homologe urenheder. Det er yderst fordelagtigt til en reekke industrielle
anvendelser.

Den foreliggende opfindelse viser eksperimentelt (se nedenfor), at en
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phospholipase, der er opndet fra en stamme af Fusanum culmorum og
Fusarium oxysporum, har forbedrede egenskaber til anvendelse til industrielle
relevante formal. Det forudses, at phospholipaser, der er opndet fra en
stamme af slaegten Fusanum, vil have forbedrede egenskaber, der er
relevante til anvendelse til anvendelse til industrielle formal.

Felgeligt angar opfindelsen i endnu et yderligere aspekt anvendelsen af en
phospholipase, der er opnaet fra en stamme af slaegten Fusanum, sdsom en
stamme af F. culmorum, F. heterosporum, F. solani eller isar en stamme af
Fusanium oxysporum, | en proces, der omfatter behandling af et phospholipid
elier lysophospholipid med phospholipasen til hydrolysering af
fedtsyregrupperme.

Endelig angér opfindelsen en isoleret, i det vaesentiige ren biologisk kultur af
Escherichia coli-stammen DSM 11299, som indeholder en phospholipase-
kodende DNA-sekvens (den phospholipase-kodende del af DNA-sekvensen,
der er klonet ind i plasmid pYES 2.0, som er til stede i Escherichia coli DSM
11299), der er opndet fra en stamme af tradsvampen Fusarium oxysporum,
eller en hvilket som helst mutant af naevnte E. coli-stamme, som har bevaret
den phospholipase-kodende egenskab.

Homolggisammenligning med kendte sekvenser

Der blev udfert en homologisegning med phospholipasen ifeige opfindelsen
mod nukleotid- og proteindatabaser. Homologisegningen viste, at den tattest
beslaegtede kendte sekvens var en lipase fra Fusarium heterosporum (en
parallelopstilling af aminosyrer er vist i figur 1).

DNA-sekvensen ifelge opfindelsen (SEQ ID NO: 1, 23-1060), som koder for
phospholipasen, viser kun 62 % DNA-homologi med den kendte
lipasesekvens fra Fusanum heterosporum (Genbank-databasereference
S77816), og den tilsvarende aminosyresekvens for phospholipasen ifeige
opfindelsen (SEQ ID NO:2) viser kun 60 % homologi med en udledt
aminosyresekvens pa basis af den kendte DNA-sekvens ovenfor (se figur 1).

Dette viser, at DNA- og/eller aminosyresekvensen for en phospholipase ifelge
opfindelsen rent faktisk er forskelig fra alle kendte DNA- og/eller
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aminosyresekvenser.

En cDNA-sekvens, der koder for en phospholipase B fra Penicillum notatum er
beskrevet (Eur. J. Biochem. 202:783-787, 1991). Denne DNA-sekvens
5 (Genbank-databasereference X60348) viser imidlertid kun en meget
begraenset DNA-lighed pa 39 % med DNA-sekvensen ifelge den foreliggende
opfindelse (SEQ ID NO: 1, 23-1060), og-den tilsvarende aminosyresekvens for
phospholipasen ifeige opfindelsen (SEQ ID NO: 2) viser kun 20 % lighed med
en udledt aminosyresekvens, der er baseret pa den kendte PLB-DNA-sekvens
10 ovenfor,

Beregningeme af homologi blev udfert som beskrevet senere i denne
specifikation.

15 Tegninger

Figur 1: Parallelopstiling af aminosyresekvensen, der er vist i SEQ ID NO: 2
med en kendt lipasesekvens fra Fusanum heterosporum.

20 Figur 2: Sammenligning af enzymatisk degummeringsevne hos Lecitase™ og
en phospholipase fra Fusarium oxysporum ifelge opfindelsen.

Definitioner

25 For en mere detaljeret gennemgang af denne opfindelse vil felgende udtryk
blive defineret.

“En klonet DNA-sekvens™: Udtrykket "en kionet DNA-sekvens” henviser til en
DNA-sekvens, der er kionet ifelge standard-kloningsprocedurer, som
30 “anvendes ved gensplejsning til at fiytte et segment af DNA fra dens naturlige
placering til et andet site, hvor det vil blive reproduceret. Kloningsprocessen
inddrager udskaering og isolering af det snskede DNA-segment, insertion af
DNA-stykket i vektormolekylet og inkorporering af den rekombinante vektor i
en celle, hvor talrige kopier eller kioner af DNA-segmentet vil blive replikeret.

35
Den "klonede DNA-sekvens” ifeige opfindelsen kan altemnativt benaevnes "en
DNA-konstruktion", "et kionet polynukieotid med en DNA-sekvens” eller "en
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isoleret DNA-sekvens”.

"Opnaet fra" Til formalst i den foreliggende opfindelse betyder udtrykket
"opnaet fra” som-anvendt heri i forbindelse med en specifik mikrobiel kilde, at
enzymet og falgeligt DNA-sekvensen, der koder for neevnte enzym, er dannet
af den specifikke kilde eller af en oelle,Ahvori et gen fra kilden er blevet indsat.

"Et_Isoleret_polypeptid” Som defineret heri henviser udtrykket "et isoleret

‘polypeptid” eller "en isoleret phospholipase” som anvendt om phospholipasen

ifelge opfindelsen til en phospholipase eller phospholipasedel, som i det
veesentlige er fri for andre ikke-phospholipase-polypeptider, for eksempel
mindst 20 % ren, fortrinsvis mindst 40 % ren, mere fortrinsvis 60 % ren, endnu
mere fortrinsvis 80 % ren, mest fortrinsvis 90 % ren og endnu mest fortrinsvis
95 % ren, bestemt ved hjeelp af SDS-PAGE.

Nar det isolerede polypeptid er mindst 60 % rent kan udtrykket "et stamrkt
isoleret polypeptid” anvendes. Det “isolerede polypeptid” kan altemnativt
benzevnes "oprenset polypeptid”.

"Homologe urenheder” Som anvendt heri betyder udtrykket "homologe
urenheder” en hvilken som helst urenhed (for eksempel et andet polypeptid
end enzymet ifalge opfindelsen), som stammer fra den homologe celle, hvorfra
enzymet ifelge opfindelsen oprindeligt er opnaet. | den foreliggende opfindelse
kan den homologe celle for eksempel vaere en stamme af Fusanum
oxysporum,

“Phospholipase-kodende del Som anvendt heri betyder udtrykket
“phospholipase-kodende del", nar det anvendes i forbindelse med en DNA-
sekvens, det omrade af DNA-sekvensen, som svarer til det omrade, der e
translateret til en polypeptidsekvens. ’

I DNA-sekvensen, der er vist | SEQ ID NO: 1, er det omradet mellem den
forste "ATG"-startkoden ("AUG"-kodon i mRNA) og den felgende stopkodon
('TAA", "TAG" eller "TGA").

Det translaterede polypeptid kan yderligere foruden den modne sekvens, som
fremviser phospholipase-aktivitet, omfatte et N-terminalt signal ogleller en
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propeptidsekvens. Signalsekvensen styrer almindeligvis sekretionen af
polypeptidet, og propeptidet styrer almindeligvis foldningen af polypeptidet. For
yderligere information se Egnell, P., et al., Molecular Microbiol. 6(9):1115-19
(1992) eller Stryer, L., "Biochemistry”, W.H. Freeman and Company/New York,
ISBN 0-7167-1920-7.

“Modifikationfer) af en DNA- og/eller aminosyresekvens™ Udtrykket
"modikation(er)", der anvendes i forbindelse med modifikation(er) af en DNA-
ogleller aminosyresekvens som beskrevet heri, defineres til at indbefatte
kemisk modificering savel som genmanipulation(er). Modificeringen eller
modificeringeme kan vaere substitution, deletion og/eller insertion i aminosyren
eller aminosyreme af interesse.

"Phospholipase A" Udtrykket "phospholipase A", som anvendes heri i
forbindelse med et enzym ifeige opfindelsen, pateenkes at daskke et enzym
med phospholipase A1- og/eller phospholipase A2-aktivitet.

Phospholipase A1 defineres ifelge standard-enzym-EC-klassifikation som EC
3.1.1.32.

Officielt navn: phospholipase A1 (PLA1).

Katalyseret reaktion:

phosphatidylcholin + h(2)o <> -

2-acyiglycerophosphocholin + en fedtsyre-anion.

Kommentar(er): har en meget bredere specificitet end EC 3.1.1.4.

Phospholipase A2 defineres ifelge standard-enzym-EC-klassifikation som EC
3.1.14.

Officielt navn: phospholipase A2 (PLA2).

Altemativt navn(e): phosphatidyicholin 2-acylhydrolase, lecithinase a,
phosphatidase eller phosphatidolipase.

Katalyseret reaktion:

phosphatidyicholin + h(2)o <> :

1-acylglycerophosphocholin + en fedtsyre-anion.

Kommentar(er): virker ogsd pa phosphatidylethanolamin, cholinplasmalogen
og phosphatider, idet den fiemer fedtsyren, der er bundet til 2-positionen.

" "Phospholipase B": defineres ifoige standard-enzym-EC-klassifikation som EC
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3.1.1.5.

Officielt navn: lysophospholipase.

Alternativt navn(e): lecithinase b, lysolecithinase, phosphoalipase b elier pib.
Katalyseret reaktion:

2-lysophosphatidyicholin + h(2)o <> glycerophosphocholin + en fedtsyre-anion.

"Phospholipase-aktivitet": Udtrykket "phospholipase-aktivitet” efler
"harffremviser phospholipase-aktivitet” pateenkes som anvendt heri i

forbindelse med et enzym ifelge opfindelsen at specificere et enzym, som
mindst har den maengde phospholipase-aktivitet (hvad enten det er PLA eller
PLB), der defineres eksperimentelt nedenfor.

Folgeligt defineres et enzym, der fremviser phospholipase-aktivitet, heri som et
enzym, der i "enkeltlags-phospholipase-assayet”, der er vist i eksempel 6 heri
(se ‘nedenfor), har en phospholipase-aktivitet pa mindst 0,25 nmol/min.,
enzymdosis: 60 pg, ved 25°C; mere fortrinsvis mindst 0,40 nmol/min.,
enzymdosis: 60 pg, ved 25°C; mere fortrinsvis mindst 0,75 nmol/min.,
enzymdosis: 60 ug, ved 25°C; mere fortrinsvis mindst 1,0 nmolmin.,
enzymdosis: 60 pg, ved 25°C; mere fortrinsvis mindst 1,25 nmolmin.,
enzymdosis: 60pug, ved 25°C; og endnu mere fortrinsvis mmdst
1,5 nmol/min., enzymdosus 60 pg, ved 25 °C.

Man mere pa nuvaerende tidspunkt, at kun et enzym med en sadan signifikant
phospholipase-aktivitet har industriel interesse, for eksempel til anvendelse til
degummering (US 5 264 367).

"En__lipase med _phospholipase-sideaktivitet": Udtrykket “lipase med

phospholipase-sideaktivitet' defineres feigeligt som en lipase med en
phospholipase-sideaktivitet, hvor phospholipase-sideaktiviteten i "enkeltiags-
phospholipase-assayet”, der er vist i eksempe! 8, er mindre end de ovenfor
navnte tal.

En faakke lipaser har en sddan phospholipase-sideaktivitet. | forsegseksempel
6 heri (se nedenfor) er vist nogle af lipaseme med phospholipase-sideaktivitet.

“En rdolie™ En raolie (kaldes ogsd en ikke-degummeret olie) kan veere en
presset eller ekstraheret olie eller en blanding deraf fra for eksempel rapsfrg,
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sojabenne eller solsikke. Phosphatid-indholdet i en raolie kan variere fra 0.5-3
% (veegtiveegt) svarende til et phosphorindhold i intervallet 200-1200 ppm,
mere fortrinsvis i intervallet 250-1200 ppm. Bortset fra phosphatideme
indeholder rdolien ogsd sm& koncentrationer af carbohydrater,
sukkerforbindelser og metal/phosphatidsyre-komplekser med Ca, Mg og Fe.

“En semirdolie”: En hvilken som helst olie, som ikke er en raolie, men som har
et phosphatid-indhold pa over 250 ppm, mere fortrinsvis pa over 500 ppm. En
sadan olie kunne for eksempel opnas ved at udsatte en raolie for en proces
tilsvarende "vanddegummeret olie"-processen, der er beskrevet nedenfor.

“En_vanddegummeret olie": En vanddegummeret olie opnas typisk ved at
blande 1-3 % (vaegt/vaegt) varm vand med varm (60-90 °C) raolie. Seedvanlige
behandlingstider er 30-60 minutter. Vanddegummenngstnnet fierer
phosphatideme og slimagtige gummier, som bliver uoplasehge i olien, nar de
hydreres. De hydrerede phosphatider og gummier kan separeres fra olien ved
hjeelp af feeldning, fittrering eller centrifugering - idet centrifugering er den mest
almindelige metode.

Det essentielle formal med naevnte vanddegummeringsproces er at separere
de hydrerede phosphatider fra olien. Blandingen af varmt vand i olien, der er
beskrevet ovenfor, skal heri forstas bredt som blanding af en vandig oplosmng
i olien ifelge kendte standard-vanddegummeringsprocedurer.

Alternativt kan processen, som her benavnes "vanddegummering af olie",
kaldes "vadraffinering til flernelse af mucilago” (se US 5 264 367).

Detaljeret beskrivelse af opfindelsen

En fremgangsmaéde til enzymatisk deqgummering af en spiseolie, som omfatter
en stor maengde af ikke-hydrerbare phosphatider/phospholipider

Til den foreliggende opfindelse méles maengden af ikke-hydrerbart phosphor i
en spiseolie ved hjzelp af:

i) forbehandling af spiseolien ved 60 °C ved hjeelp af tilseetning af en
oplesning, som omfatter citronsyremonohydrat i vand (tilsat vand versus olie =
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4,8 % vaegtivaegt, [citronsyre) i vandfase = 106 mM, i vand/olie-emulsion = 4,6
mM) i 30 minutter,

ii)) overfoersel af 10 ml af den forbehandlede vand-i-olie-emulsion til et
reagensglas, :
iif) opvarmning af emulsionen i et kogende vandbad i 30 minutter,

iv) centrifugering ved 5000 rpm i 10 minutter,

V) overforsel af ca. 8 ml af den averste (olie) fase til et nyt reagensglas
og henstand (til bundfeeldning) i 24 timer, og

vi) efter bundfeldning udtagning af 2 g fra den overste klare fase til
maling af det ikke-hydrerbare phosphorindhold (ppm) i spiseolien.

For yderligere detaljer henvises til forsegseksemplemne heri.

Som ilustreret i forsegseksempleme heri varierer
phospholipidsammensaetningen (hydrerbart vs. ikke-hydrerbart phospholipid)
betydeligt i forskelige spiseolier. Foigeligt vil niveauet af resterende
phospholipid i forskellige vanddegummerede olier varierer over et bredt

~ interval (for eksempel fra ca. 30 ppm til 200 ppm).

25

30

35

Til enzymatisk degummering afthaenger den optimale enzymdosis af maengden
af ikke-hydrerbare phosphatider, som er til stede efier vanddegummering eller
citronsyre/vand-forbehandling som defineret ovenfor.

Endvidere gaelder det, at jo hejere meengden af ikke-hydrerbare phosphatider,
som er til stede i olien, er, jo mere effektiv er den enzymatiske
degummeringsmetode.

Den foreliggende opfindelse tilvejebringer en fremgangsmade til fiernelse af
NHP-indholdet | olie, som omfatter en relativ hej meengde af NHP.

Fortrinsvis omfatter spiseolien et ikke-hydrerbart phosphorindhold pa mindst
60 ppm, mere fortrinsvis mindst 100 ppm og endnu mere fortrinsvis mindst 200

——— - — —_— —
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ppm.

Mere fortrinsvis omfatter spiseolien et ikke-hydrerbart phosphorindhold i
intervaliet 60-500 ppm, mere fortrinsvis i intervallet 100-500 ppm og endnu
mere fortrinsvis i intervallet 200-500 ppm.

En spiseolie, der ifelge beskrivelsen heri er defineret il at have en relativ stor
meengde af ikke-hydrerbar phosphor kan veere en vanddegummeret olie eller
mere fortrinsvis en rdolie eller en semirdolie.

Feigeligt angar en udferelsesform for opfindelsen en fremgangsméade ifoige
det forste aspekt af opfindelse, hvor naevnte spiseolie er en raolie, som er
kendetegnet ved at neaevnte raspiseolie for udferelse af fremgangsméden
lfalge opf' ndelsen er en olie med et phosphorindhold pa over 250 ppm (part
per million), idet olien ikke er blevet vanddegummeret (vanddegummering
omfatter blanding af vanmt vand i en varm rdolie, efterfulgt af fiernelse af
phosphatider, som bliver uoplgselige i olien, nar den hydreres) fer udferelse af

fremgangsmaden ifelge opfindelsen.

En sadan raspiseolie har fortrinsvis for udferelse af naevnte fremgangsmade
ifelge opfindelsen et phosphorindhold pa over 350 ppm, mere fortrinsvis over
400 ppm, endnu mere fortrinsvis over 500 ppm, og mest fortrinsvis over
600 ppm.

Naevnte raspiseolie har endvidere fortrinsvis fer udferelse af neevnte
fremgangsmade ifelge opfindelsen et phosphorindhold i intervallet 250-1500

ppm, mere fortrinsvis i intervallet 350-1500 ppm, endnu mere fortrinsvis |

intervallet 500-1500 ppm og mest fortrinsvis i intervallet 500-1500 ppm.

Den enzymatiske degummeringsmetode af en raspiseolie ifelge opfindelsen er
fordelagtig i forhold til kendte metoder il enzymatisk degummering af
vanddegummerede spiseolier (US 5264 367), da en direkte enzymatisk
degummeringsmetode til behandling af en raolie ifelge opfindelse vil spare det
ferste trin med vanddegummering af olien.

Dette sparer bade tid og penge. En vanddegummeret olie opnas typisk ved at
blande varmt vand i varm (60-90 °C) raolie i saedvanligvis 30-60 minutter. |
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modszeetning hertil kan den fulde proces til enzymtisk degummering af rdolier
ifelge opfindelsen udferes pa mindre end 1 time med faktisk enzymatisk
behandling i ca. 25 minutter. Se forsegseksempel heri for yderligere detaljer.

Endvidere kan en spiseolie, der er defineret til at have en relativ stor maengde
af ikke-hydrerbar phosphor ifelge beskrivelsen heri, vaere en semiraolie.

Felgeligt angar en udferelsesform for opfindelsen en fremgangsmade ifolge
det ferste aspekt af opfindelsen, hvor nasvnte spiseolie er en semira spiseolie,
som er kendetegnet ved at nevnte semira spiseolie fer udferelse af
fremgangsmaden ifelge opfindelsen har et phosphorindhold pa over 500 ppm,
og hvor navnte olie er blevet vanddegummeret for udferelse af
fremgangsmaden ifelge opfindelsen.

"Naevnte halvrd spiseolie er fortrinsvis en olie, som for udferelse af naevnte

fremgangsméde har et phosphorindhold pa over 600 ppm, mere fortrinsvis

.over 750 ppm.

Almindefigvis  vil vanddegummering af en spiseolie  reducere
phosphorindholdet i olien til et niveau pa under 500 ppm.

Felgeligt er en semirdolie som beskrevet heri for eksempel maske kun blevet
delvist vanddegummeret fer udferelse af en fremgangsmade til reduktion af
niveauet af phosphor-indeholdende bestanddele i en spiseolie ifolge
opfindelsen.

Udtrykket "delvist vanddegummeret” angiver, at
vanddegummeringsproceduren af olien kun har vaeret en delvis/kort proces .
sammenlignet med en standard-vanddegummeringsprocedure.

En “delvis vanddegummerings"-proces kan udferes ved kun at blande 0,5 %
varmt vand i olien (standard er 1-3 % vamt vand. Se afsnittet "Definitioner"
heri) eller ved at reducere behandlingstiden til 10 minutter (standard er 30-60
minutter).

Alternativt kan en semirdolie som defineret heri vaere en blanding af en rdolie
og en semirdolie.
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En udferelsesform for opfindelsen angér en fremgangsmade ifelge en hvilken
som helst del af det forste aspekt af opfindelsen, som omfatter falgende trin:

i) justering af temperaturen i spiseolien til en femperatur mellem 25 °C
og 70 °C,
ii) forbehandling af spiseolien til ovennaevnte justerede temperatur ved

hjeelp af tilseetning af 0,5-6 % (vaegt i forhold til ofien) af en vandig oplesning,
som omfatter mindst 85 % vand, i 5-120 minutter, hvor naevnte forbehandling
ikke felges af fiemelse af hydreret mucilago og phosphorindhold i olien,

iii)) justering af pH i vand/olie-emulsionen til en pH mellem 1,5 og 8 (for
eksempel ved hjelp af tilsatning af en passende maengde af en NaOH-
oplasning),
iv) kontaktbringning mellem vand/olie-emulsionen og en vandig oplasning
af en phospholipase (ved en temperatur (+ 5 °C), der er justeret ifelge trin i),
idet phospholipasen er emulgeret i olien, indtil phoshorindholdet i olien er
reduceret til mindre end 11 ppm, '

v) separering af vandfasen fra den behandlede olie.

Temperaturen i spiseolien i trin i) umiddelbart ovenfor justeres fortrinsvis til en
temperatur, som er den optimale temperatur for phospholipase-aktivitet for
enzymet, der anvendes i fremgangsmaden.

For den kommercielt tilgaengelige phospholipase Lecitase™ (Novo Nordisk
AJS) er denne ca. 60 °C, og for en phospholipase ifelge opfindelsen, der er
opndet fra tradsvampesleegten Fusarium, er den ca. 45°C. Se
forsegseksempler heri for yderligere detaljer angaende dette emne.

Det forudses, at hovedparten af tradsvampe-phospholipaseme vil have et
temperaturoptimum omkring 35-50 °C.

legeligt angar en udferelsesform for opfindelsen fremgangsmaden, der er
beskrevet umiddelbart ovenfor, hvor temperaturen i spiseolien i trin i) justeres
til en temperatur mellem 35 °C og 50 °C, og phospholipasen, der anvendes i
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triniv) er bpnéet fra en tréddsvampestamme.

I trin ii) i fremgangsmé&den ovenfor forbehandles spiseolien ved den justerede
temperatur (trin i)) ved hjasip af tilsaetning af 0,5-6 % (vaegt i forhold til olien) af
en vandig opl@sning, som omfatter mindst 85 % vand i 5-120 minutter, og hvor
navnte forbehandling ikke felges af fiemelse af hydreret mucilago og
phosphorindhold i olien.

Dette trin er et standard-forbehandlingstrin ved enzymatisk degummering af
spiseolier (US § 264 367, US 5 558 781). Formalet med trin ii) er at hydrere de
hydrerbare/hydrofile bestanddele (sdsom det hydrerbare phosphorindhold) i
spiseolien, som, nar de hydreres, bliver uopleselige i olien.

Dette trin er imidlertid anderledes end, hvad man -benasvner
"vanddegummering af en spiseolie” i den foreiiggénde forbindelse. En vigtig
forskel er, at navnte forbehandlingstrin ikke fiemer de hydrerede phosphatider
og mucilago fra olien. Fjemelse af neevnte hydrerede indhold fra olien er
hovedformalet med vanddegummering af spiseolier.

Folgeligt omfatter olien stadig, nar phospholipasen bringes i kontakt med olien
i trin iv) ovenfor, nesvnte hydrerede phosphatider og mucilago.

Med andre ord beskriver fremgangsmaden ovenfor, hvis spiseolien er en ikke-
vanddegummeret spiseolie, en simplificeret degummeringsmetode, som ikke
fierner de hydrerede phosphatider og mucilago fra olien, fer naevnte olie
bringes i kontakt med phospholipasen.

Den vandige oplosning.' som omfatter mindst 85 % vand (trin ii ovenfor),
omfatter fortrinsvis yderligere citronsyre. Der er fortrinsvis mellem 1-15 %
(veegt/vasgt) citronsyre i navnte vandige oplesning, mere fortrinsvis er der
mellem 3-11 % (vaegt/vaegt) citronsyre i naevnte vandige oplesning.

Tidsrummet i trin i) er fortrinsvis 15-50 minutter, og mere fortrinsvis 15-30
minutter.

For yderligere detaljer angdende naevnte forbehandling i trin ii) ovenfor
henvises til forsagseksempleme heri.

—_— e —_— —— e ———re e ——e — ——
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I trin iii) ovenfor justeres pH i vand/olie-emulsionen til pH 1,5-8 (for eksempel
ved hjeelp af tilszetning af en passende mangde af en NaOH-oplasning). Dette
geres for at justere pH-vaerdien i olien, fer phospholipasen bringes i kontakt
med olien i trin iv). Almindeligvis vil den faktiske optimale pH-veerdi afhaenge af
hvilket enzym, der anvendes til at blive bragt i kontakt med olien i trin iv). For
yderiigere detaljer angaende dette emne henvises til forsegseksempleme heri.

Almindeligvis foretreekkes det ifalge det forste aspekt af opfindelsen og
udferelsesformer for dette, at kontaktbringningen mellem nasvnte olie og en
vandig oplesning, som omfatter en phospholipase, udferes ved pH 1,5-6, mere
fortrinsvis ved pH 3-6.

pH-veerdien i vandet i olie-emulsionen méles ved at udtage 2 ml vand fra olie-
emuisionen og blande dem med 2 ml vand. Efter faseseparering skal det
resulterende overste olielag pipetteres fra, og pH skal males i vandfasen.
Malinger omregnes til "reelle” pH-vaerdier ved hjzelp af falgende formel: pHrea
= pHmar -0,38. For yderligere detaljer henvises til forsegseksempleme heri.

| en fremgangsmade til reduktion af meengden af phosphor-indehoidende
bestanddele i en spiseolie ifelge opfindelsen er maengden af en
phospholipase, som er emulgeret i olien, i intervallet 0,1-15 mg enzym
(terstof)/kg olie, mere fortrinsvis 0,25-5 mg enzym (terstof)kg olie og endnu
mere fortrinsvis 0,25-2,5 mg enzym (terstof)/kg olie.

Almindeligvis er det fordelagtigt at optimere bdde meengden af anvendt
phospholipase og den anvendte tid til enzymatisk degummering af en spiseolie
til opndelse af et phosphorindhold pa under 11 ppm. Den faktiske optimale
enzymdosis og tiden vil blandt andet afhnge af hvilken phospholipase, der
anvendes. For yderligere detalier vedrerende optimering af enzymdosis og
tiden for fremgangsmaden henvises til forsegseksempleme heri.

| en fremgangsmade til reduktion af meengden af phosphor-indeholdende
bestanddele i en spiseolie ifelge opfindelsen reduceres phosphorindholdet
fortrinsvis til mindre end 11 ppm, efter at nasvnte olie er bragt i kontakt med
0,5-6 mg phospholipase (terstof)/kg olie, og hvor phospholipasen er i kontakt
med naevnte olie i et tidsrum pad 1-6 timer, mere fortrinsvis reduceres
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phosphorindholdet i olien til mindre end 11 ppm, efter at navnte olie er bragt i
kontakt med 0,25-25mg phospholipase (terstof)kg olie, og hvor
phospholipasen er i kontakt med naevnte olie i et tidsrum pa 15 minutter til 2
timer.

Se forsegseksempleme heri for yderligere detaljer vedrgrende bestemmelsen
af optimale temperaturer for individuelle phospholipaser.

| alle aspekter og udferelsesformer for en fremgangsmade til reduktion af
meengden af phosphor-indeholdende bestanddele i en spiseolie ifelge
opfindelsen reduceres phosphorindholdet i olien fortrinsvis ti mindre end
5 ppm.

Phosphorindholdet i olien males som ppm (parts per million) i oliefasen i
vandet, der er til stede i olieemulsionen. Analysen af phosphorindhold udferes
i overensstemmelse med procedure 2.421 i "Standard Methods for the
Analysis of Oils, Fats, and Derivatives, 7. udg. (1987)". For yderligere detaljer
henvises til forsegseksemplerme heri.

En udferelsesform for opfindelsen angar en fremgangsmade til reduktion af
meengden af phosphor-indeholdende bestanddele i en spiseolie ifelge
opfindelsen, hvor phospholipasen er opnaet fra en pattedyreart, iseer hvor
phospholipasen er opndet fra pancreas i nsevnte pattedyreart, og mest
fortrinsvis hvor phospholipasen er opnaet fra pancreas fra et svin.

I en fremgangsmade til reduktion af maengden af phosphor-indeholdende

‘bestanddele ‘i en spiseolie ifeige opfindelsen er phospholipasen fortrinsvis

opnaet fra en mikroorganisme, fortrinsvis en trddsvamp, en gaer eller en
bakterie.

Nar trddsvampen, der er nasvnt ovenfor, er en art af 4slaegten Fusanum, er
foretrukne stammer fortrinsvis stammer, sdsom en stamme af Fusarium
culmorum, F. heterosporum, F. solani eller isaer en stamme af F. oxysporum.

Endvidere er foretrukne stammer, nar nasvnte tradsvamp ovenfor er en art af

slegten Aspergillus, stammer, sdsom en stamme af Aspergillus awamori,
Aspergillus foetidus, Aspergillus japonicus, Aspergillus niger eller iszer

——— —— ——— ——— —— e
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Asperygillus oryzae.

Endvidere er spiseolien i en fremgangsmade til reduktion af mezengden af
phosphor-indeholdende bestanddele i en spiseolie ifelge opfindelsen
fortrinsvis en sojabenneclie, solsikkefrgolie eller mere fortrinsvis en
raspfreolie.

Karakterisering af phospholipase, der er opnaet fra Fusanum oxysporum

En phospholipase ifaige opfindelsen, der er opnaet fra Fusanum oxysporum,
er blevet grundigt karakteriseret.

Felgeligt er et aspekt af opfindelsen fortrinsvis en isoleret phospholipase A,
som er opnéet fra en stamme af slaegten Fusarium og har phospholipase A-
aktivitet i pH-intervallet 3-10, matt ved 40°C, mere fortrinsvis her
phospholipase A-aktivitet i pH-intervallet 3-7, malt ved 40 °C, mere fortrinsvis
har phospholipase A-aktivitet i pH-intervallet 3,5-8, malt ved 40 °C, og endnu
mere fortrinsvis har phospholipase A-aktivitet i pH-intervallet 4,5-5,5, malt ved
40 °C.

Phospholipase A-aktiviteten blev bestemt med sojabenne-lecithin  som
substrat i et NEFA test bases assay eller i en buffer omfattende 2 % lecithin, 2
% Triton X-100, 20 mM Britton-Robinson (BR). Se forsegseksempleme heri for
yderligere detaljer.

| en yderligere udferelsesform for opfindelsen er en isoleret phospholipase A,
som opnds fra en stamme af slaegten Fusarium, fortrinsvis én, som har en
molekylemasse pa 29 + 10 kDa, mere fortrinsvis en molekylemasse p429 + 5
kDa, endnu mere fortrinsvis en molekylemasse pPa 29 + 3kDa og mest
fortrinsvis en molekylemasse pa 29 + 2 kDa.

Molekylemassen males ved hjeelp af SDS-PAGE-elektroforese som yderligere
beskrevet i "Materialer og metoder-afsnittet (se nedenfor).

I en yderligere udferelsesform for opfindelsen er en isoleret phospholipase A,
som er opnéet fra en stamme af slaegten Fusarium, fortrinsvis én, som har et
isoelektrisk punkt (pl) i intervallet 4,5-8, mere fortrinsvis et isoelektrisk punkt
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(p) i intervallet 5-7,5 og endnu mere fortrinsvis et isoelektrisk punkt (pl) i
intervallet 5,5-7,5. -

Det isoelektriske punkt (pl) blev bestemt ved anvendelse af Ampholine PAGE-
plader fra Phamacia. Se forsegseksempel heri for yderligere detaljer (se
nedenfor).

| en yderligere udferelsesform for opfindelsen er en isoleret phospholipase A,
som er opndet fra en stamme af sleegten Fusarium, fortrinsvis én, som har et
temperaturoptimum for phospholipase-aktivitet i intervallet 25-55 °C, malt med
lecithin som substrat ved pH 5; mere fortrinsvis i intervaliet 30-50 °C, malt med
lecithin som substrat ved pH 5; og endnu mere fortrinsvis i intervallet 40-50 °C,
makt med lecithin som substrat ved pH 5.

Temperaturoptimummet for phospholip'asé—ékiiv_itét-blev malt i en buffer, som
omfattede 2 % lecithin, 2 % Triton X-100, 20 mM Britton Robinson-buffer, ved
PH 5. Se forsagseksempel heri for yderligere detaljer (se nedenfor).

| endnu en yderligere udferelsesform for opfindelsen er en isoleret
phospholipase A, som er opniet fra en stamme af sleegten Fusarium,
fortrinsvis én, som har et pH-optimum for phospholipase-aktivitet i pH-
intervallet 6-12 ved 37 °C, mere fortrinsvis i pH-intervallet 7-11,5 ved 37 °C,
mere fortrinsvis i pH-intervaliet 8-11 ved 37 °C, og endnu mere fonrmsvns i pH-
intervallet 8,5-11 ved 37 °C,

pH-optimummet for phospholipase-aktivitet blev bestemt | en buffer, som
omfattede 2 % lecithin, 2 % Triton X-100, 20 mM Brition Robinson-buffer, ved
37 °C. Se forsegseksempel heri for yderligere detaijer.

En phospholipase ifalge opfindelsen omfatter fortrinsvis mindst to ud af de fem
(nummereret i) til v)) ovenneevnte fysiske egenskaber for enzymet, mere
fortrinsvis omfatter en phospholipase ifelge opfindelsen mindst tre af de fem
(nummereret I) til v)) ovennaevnte fysiske egenskaber for enzymet, endnu
mere fortrinsvis omfatter en phospholipase ifelge opfindelsen mindst fire af de
fem (nummereret i) til v)) ovennavnte fysiske egenskaber for enzymet, og
mest fortrinsvis omfatter en phospholipase ifelge opfindelsen alle fem
(nummereret i) til v)) ovennaevnte fysiske egenskaber for enzymet.
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Som beskrevet ovenfor er en phospholipase ifelge opfindelsen blevet klonet,
udtrykt rekombinant og oprenset, og de N-terminale og C-terminale sekvenser
af det aktive secernerede enzym er blevet bestemt.

Folgeligt angdr en yderligere udferelsesform for opfindeisen et isoleret
polypeptid med phospholipase A-aktivitet, idet polypeptidet er opndet fra en
stamme af sleegten Fusarium og har:

i) PLA-aktivitet i pH-intervallet 3-10, matt ved 40 °C,
ii) en molekylemasse pa 29 + 10 kDa, bestemt ved hjaelp af SDS-PAGE,

iii) et isoelektrisk punkt (pl) i intervallet 4,5-8,

iv) et temperaturoptimum for phospholipase-aktivitet i intervallet 25-55 °C,
malt med lecithin som substrat ved pH 5, ogleller

V) et pH-optimum for phosphohpase~akt1vntet i pH intervallet 6-12, malt
med lecithin som substrat ved 37 °C,

og yderligere omfatter en aminosyresekvens, der er valgt fra gruppen, som
omfatter:

(a) et polypeptid, der kodes af den phospholipase A og/eller B-
enzymkodende del af DNA-sekvensen, der er klonet ind i PYES 2.0, som er til
stede i Escherichia coli DSM 11299,

(b) et polypeptid med en aminosyresekvens som vist i positioneme 31-
346i SEQ ID NO: 2,

(©) et polypeptid med en amlnosyresekvens som vist | positionerne 31-
303i SEQ ID NO: 2,

(d) en analog til polypeptidet, der er defineret i (a), (b) eller (c), som er
mindst 70 % homolog med naevnte polypeptid, og
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" (e) etfragmentaf (a), (b), (c) eller (d).

| en udferelsesforn for opfindelsen er det isolerede polypeptid med

: phOSpholipase-akﬁv?tet ifelge opfindelsen phospholipase med phospholipase

A1-aktivitet.

| en yderligere udferelsesform er det isolerede polypeptid med phospholipase-

. aktivitet ifalge opfindelsen phospholipase med phospholipase A2-aktivitet, og i

en endnu yderligere udfarelsesform er det isolerede polypeptid med
phospholipase-aktivitet  ifelge opfindelsen en phospholipase med
phospholipase B-aktivitet. '

Fortrinsvis er naevnte isolerede polypeptid med phospholipase-aktivitet ifolge
opfindelsen phospholipase med phospholipase A1-aktivitet.

For specifikke eksempler pa standardteknikker til maling af individuel PLA1-,
PLA2- og/eller PLB-aktivitet henvises til forsegseksemplemne heri.

| en yderligere udferelsesform angar opfindelsen et isoleret polypeptid med
phospholipase-aktivitet ifelge opfindelsen, hvor phospholipasen er en
phospholipase, som i det vaesentlige er uathaengig af Ca®*-koncentrationen,

“malt som relativ phospholipase-aktivitet ved 5 mM EDTA og 5 mM Ca®* i et

phospholipase-aktivitetsassay, som maler frigerelse af frie fedtsyrer fra lecithin
i en buffer, som omfatter 2 % lecithin, 2 % Triton X-100, 20 mM citrat, pH 5,
der inkuberes i 10 minutter ved 37 °C efterfulgt af standsning af reaktionen ved
85 °C i 5 minutter, hvor den forholdsmaessige andel af phospholipase-aktivitet
ved 5 mM EDTA/S mM Ca® er mere end 0,25, mere fortrinsvis mere end 0,5

. og mest fortrinsvis mere end 0,80.

For yderligere detaljer vedrsrende maling af afhaengigheden for
enzymaktiviteten af Ca®*-koncentrationen henvises til forsegseksempler heri.

Nogle lipaser kan have begreenset phospholipase-aktivitet. | den aktuelle
forbindelse defineres en sadan begraenset phospholipase-aktivitet for nzevnte
lipaser som "en lipase med phospholipase-sideaktivitet® (se afsnittet
"Definitioner” heri). Den foreliggende opfindelse angar et isoleret polypeptid
med phospholipase-aktivitet, hvor phospholipase-aktiviteten for nzevnte

. - e
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isolerede polypeptid er s hej, at det har industriel relevans.

Felgeligt angar opfindelsen et isoleret polypeptid med phospholipase-aktivitet
ifelge = opfindelsen, hvor phospholipasen er en phospholipase med
phospholipase-aktivitet, som er mindst 0,25 nmol/minut, enzymdosis: 60 pg,
ved 25 °C, mere fortrinsvis mindst 0,40 nmol/minut, enzymdosis: 60 g, ved
25 °C, malti et enkeltlags-phospholipase-assay som falger:

a. i et enkeltlags-udstyr (nul ordens-niveau) spredes p4 en grundigt
oprenset overflade af en bufferoplesning (10 mM Tris, pH 8,0, 25°C) et
enkeltlag af phospholipidet DDPC (didicanoyi (C10)-phosphatidyicholin) fra en
chloroformoplesning,

b. efter afspeending af enkeltlaget (fordampning af chloroform) justeres
overfladetrykket til 15 mN/m svarende til et gennemsnitligt molekyleareal for
DDPC pa ca. 63 A¥molekyle,

c. en bufferoplesning (som ovenfor) indeholdende 60 Mg enzym injiceres
gennem enkeltlaget ind i underfasen i reaktionsafsnittet (cylinder med et areal
pa 1520 mm? og et volumen pa 30400 mm?) i "nul ordens-niveauet",

d. enzymatisk aktivitet bestemmes ved hjzelp af hastigheden af en mobil
spaming, som komprimerer enkeltiaget for at opretholde konstant
overfladetryk, efterhanden som uoploselige substratmolekyler hydrolyseres til
mere vandoploselige reaktionsprodukter, hvor antallet af DDPC-molekyler,
som hydrolyseres pr. minut af enzymet, sestimeres ud fra det gennemsnitlige
molekyleareal (MMA) af DDPC.

Se afsnittet "Definitioner" og forsegseksempler heri for yderligere beskrivelser
af foretrukne meengder af phospholipase-aktiviteter for et isoleret polypeptid -
med phospholipase-aktivitet ifelge opfindelsen.

Endvidere kan den specifikke phospholipase-aktivitet for en phospholipase
ifolge opfindelsen males ved hjlp af kendte standardassays for
phospholipase-aktivitet,

Folgeligt angar den foreliggende opfindelse i en yderligere udferelsesform et
isoleret polypeptid med phospholipase-aktivitet ifelge opfindelsen, hvor
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phospholipasen er en phospholipase, som har en phospholipase-aktivitet, der
er i stand til at frigere mindst 7 ymol fri fedisyre/minut/mg enzym, mere
fortrinsvis mindst 15 pmol fri fedtsyre/minut/mg enzym, endnu mere fortrinsvis
mindst 30 pmol fri fedtsyre/minut/mg enzym og mest fortrinsvis mindst 50 pmol
fri fedtsyre/minut/mg enzym, malt som felger:

phospholipase-aktivitet méles i et assay, der maler frigerelse af fri fedtsyrer fra
lecithin | en buffer, der omfatter 2 % lecithin, 2 % Triton X-1 00, 20 mM citrat,
PHS, der inkuberes i 10 minutter ved 37 °C, efterfulgt af standsning af
reaktionen ved 95 °C i 5 minutter.

For yderligere detalier vedrerende denne udferelsesform for opfindelsen
henvises til forsegseksempleme heri,

Et isoleret polypeptid med phospholipase-aktivitet ifalge opfindelsen er meget
egnet til udferelse af enzymatisk degummering af en spiseolie.

Felgeligt angar opfindelsen:

1. et isoleret polypeptid med phospholipase-aktivitet ifelge opfindelsen,
hvor phospholipasen er i stand til at udfare enzymatisk degummering af en -
spiseolie, ifelge en fremgangsmade ifelge opfindelsen til reduktion af
maengden af phosphor-indeholdende bestanddele i en spiseolie, som omfatter
et ikke-hydrerbart phosphorindhold p& mindst 50 ppm, og

2, et isoleret polypeptid med phospholipase-aktivitet ifelge opfindelsen,
hvor phospholipasen er i stand til at udfore enzymatisk degummering af en

- vanddegummeret spiseolie (med et phosphorindhold pa 50-250 ppm), hvorved

phosphorindhoidet i olien reduceres il mindre end 11 ppm, hvor den
enzymatiske degummeringsproces omfatter kontaktbringning mellem nasvnte
olie ved en pH fra 1,5 til 8 og en vandig oplesning af phospholipasen, som
emulgeres i oien, indtil phosphorindholdet i olien er reduceret til mindre end 11
ppm, og efterfelgende separering af den vandige fase fra den behandlede olie.

Det isolerede polypeptid med phospholipase-aktivitet ifelge opfindelsen er
fortrinsvis i stand til at udfere nasvnte enzymatiske degummeringsproces i den
vanddegummerede spiseolie (som defineret umiddelbart ovenfor) p& mindre
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end 1,5 timer og anvender mindre end 2 mg phospholipase (terstof)/kg olie.

Et isoleret polypeptid, som fremviser phospholipase-aktivitet og har
egenskabeme, der er vist ovenfor, ifelge opfindelsen opnas fortrinsvis fra en
tradsvampestamme fra slaegten Fusanum.

Uden at veere begraenset af nogen teori forventes det imidlertid pa nuvaerende
tidspunkt, at en phospholipase ifolge opfindelsen ogsad kan opnas fra en
anden mikroorganisme, fortrinsvis en anden trddsvampestamme. Eksempler
derpa er givet i afsnittet "Mikrobielle kilder”’ (se nedenfor).

Klonet DNA-sekvens

Pa trods af en raekke tekniske vanskeligheder (se afsnittet "Metode til kloning
af en tradsvampe-phospholipase”, se nedenfor) har de foreliggende opfindere
veeret i stand til at klone en phospholipase, der fremviser PLA-aktivitet, fra en
stamme af sleegten Fusarium, naermere bestemt Fusarium oxysporum.

Endvidere mener man pa nuvzerende tidspunkt, at det er muligt at klone bade
en beslaegtet phospholipase A- ogleller phospholipase B-kodende DNA.-
sekvens pa basis af sekvensinformationen, der tivejebringes i den
foreliggende ansegning.

Folgeligt vedrarer et aspekt af opfindelsen en klonet DNA-sekvens, der koder
for et enzym, som fremviser phospholipase A- og/eller phospholipase B-
aktivitet, idet DNA-sekvensen er valgt fra gruppen, der omfatter:

(a) den phospholipase A-kodende del af polynukleotidet, der er kionet ind
i plasmid pYES 2.0, som er til stede i Escherichia coli DSM 11299,

(b) DNA-sekvensen, der er vist i positionerne 23-1063 i SEQ ID NO: 1,
mere fortrinsvis positioneme 113-1063 i SEQ ID NO: 1, eller endnu mere
fortrinsvis positioneme 113-929 | SEQ ID NO: 1 eller den komplementaere
streng dertil,

(c) en DNA-sekvens, som er mindst 70 % homolog med nasvnte DNA-
sekvenser, der er defineret i (a) eller (b),
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(d) en DNA-sekvens som defineret i (a) eller (b), som koder for et
polypeptid, der fremviser phospholipase-aktivitet og er mindst 70 % homolog
med polypeptidsekvensen, der er vist i positioneme 31-346 i SEQ ID NO: 2,
eller mere fortrinsvis mindst 70 % homolog med polypeptidsekvensen, der er
vist i positionerne 31-303 i SEQ ID NO: 2,

(e) en DNA-sekvens, som hybridiserer med en dobbeltstrenget DNA-
probe, som omfatter DNA-sekvensen, der er vist i positioneme 23-1063 i SEQ
ID NO: 1, ved lav stringens,

) en DNAsekvens, der koder for et polypeptid med
aminosyresekvenseme som resterne 1 til 346, 31 til 346 eller 31 til 303 i SEQ
ID NO: 2, eller aminosyresekvenseme, der kodes for ved hjzelp af en hvilken
som helst af DNA-sekvenseme ifolge (e), og

(9) en DNA-sekvens, som er et fragment af DNA-sekvenseme, der er
specificeret i (a), (b), (c). (d), (e) eller (f).

| denne specifikation pataenkes en henvisning, nar en sadan geres til den
phospholipase-kodende del af DNA-sekvensen, der er klonet ind i plasmid
pYES 20, som er ti stede i DSM 11299, ogsa at indbefatte den
phospholipase-kodende del af DNA-sekvensen, der fremgar af SEQ 1D NO: 1.

Felgeligt kan udtrykkene "den phospholipase-kodende del af DNA-sekvensen,
der er kionet ind i plasmid pYES 2.0, som er til stede i DSM 11299" og "den
phospholipase-kodende del af DNA-sekvensen, der fremgar af SEQ ID NO: 1"
bruges vilkariigt.

DNA-sekvensen kan veere af genomisk, cDNA eller syntetisk oprindelse eller
en hvilkken som helst kombination deraf.

Den foreliggende opfindelse omfatter ogsa en klonet DNA-sekvens, der koder
for et enzym, som fremviser phospholipase A- og/eliler phospholipase B-
aktivitet og har aminosyresekvensen, der er vist som den modne del | SEQ ID
NO: 2, som adskiller sig fra SEQ ID NO: 1 som felge af degenereringen af den
genetiske kode. '
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DNA-sekvensen, der er vist i SEQ ID NO: 1, og/eller en analog sekvens ifsige
opfindelsen kan klones fra en stamme af trddsvampen Fusarium oxysporum,
som danner enzymet med phospholipase-aktivitet, eller en anden eller

. beslesgtet organisme som yderiigere beskrevet nedenfor (se afsnittet

"Mikrobielle kilder”).

Alternativt kan den analoge sekvens konstrueres pa basis af DNA-sekvensen,
der er vist som den phospholipase-kodende del af SEQ ID NO: 1, den kan for
eksempel vaere et udsnit deraf og/eller konstrueres ved hjeelp af indferelse af
nukleotidsubstitutioner, som ikke giver anledning ti en anden
aminosyresekvens for phospholipasen, der kodes af DNA-sekvensen, men
svarer til kodonanvendelsen for vaertsorganismen, som pateenkes il
produktion af enzymet, eller ved hjeelp af indfarelse af nukleotidsubstitutioner,
som kan give anledning til en anden aminosyresekvens (det vil sige en variant
tit phospholipasen ifalge opfindelsen).

Nar der udferes nukleotidsubstitutioner, er aminosyre-zendringerne fortrinsvis
af en mindre betydende type, det vil sig konservative aminosyresubstitutioner,
som ikke i betydelig grad pavirker proteinets foldning eller aktivitet; sma
deletioner, typisk af en til ca 30 aminosyrer; sma amino- eller
carboxylterminale forleengelser, sdsom en aminoterminal methioninrest; et lille
linkerpeptid pa op til ca. 20-25 rester; eller en lille forlaengelse, som letter
oprensningen, sdsom et polyhistidin-omrade; en antigen epitop eller et
bindingsdomaene.

Eksempler pa konservative substitutioner er inden for gruppen af basiske
aminosyrer, sdsom arginin, lysin, histidin; sure aminosyrer, sasom
glutaminsyre og asparaginsyre, poleere aminosyrer, sdsom glutamin og
asparagin, hydrofobe aminosyrer, sisom leucin, isoleucin, valin, aromatiske
aminosyrer, sdsom phenylalanin, tryptofan, tyrosin, og sma aminosyrer, sasom
glycin, alanin, serin, threonin, methionin. For en generel beskrivelse af
nukleotidsubstitution, se for eksempel Ford et al. (1991), Protein Expression
and Purification 2:95-107.

Det vil vaere klart for fagfolk, at sddanne substitutioner kan foretages uden for
de omrader, der er kritiske for molekylets funktion, og stadig resultere i et aktivt
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polypeptid. Aminosyrer, der er essentielle for aktiviteten af polypeptidet, som
kodes af den klonede DNA-sekvens ifelge opfindelsen og derfor fortrinsvis

ikke har vaeret genstand for substitution, kan identificeres i overensstemmelse

med kendte procedurer, sasom sekvensstyret mutagenese eller alanin-
scanningsmutagenese (cf. for eksempel Cunningham and Wells (1989),
Science 244:1081-1085). | sidstnasvnte teknik indferes mutationer i hver rest i
molekylet, og de resulterende mutante molekyler testes for biologisk (for
eksempel phospholipase-) aktivitet til identificering af aminosyrerester, der er
kritiske for molekylets aktivitet. Sites for substrat-enzym-interaktion kan ogsa
bestemmes ved hjlp af en analyse af krystalstrukturen, der bestemmes ved
hjeelp af teknikker, sdsom nuklear magnetisk resonans-analyses, krystallografi
eller fotoaffinitetsmeerkning (cf. for eksempel de Vos et al. (1992), Science
255:306-312; Smith et al. (1992), J. Mol. Biol. 224:899-904; Wlodaver et al.
(1992), FEBS Lett. 309:59-64).

Polypeptider ifelge den foreliggende opfindelse indbefatter ogsa fusionerede
polypeptider eller spaltbare fusionspolypeptider, hvori et andet polypeptid er
fusioneret i N-terminalen eller C-teminalen af polypeptidet eller et fragment
deraf. Et fusioneret polypeptid dannes ved hjeslp af fusion af en
nukleinsyresekvens (eller en del deraf), som koder for et andet polypeptid, til
en nukleinsyresekvens (eller en del deraf) ifalge den foreliggende opfindelse.
Teknikker til frembringelse af fusionerede polypeptider er kendte og indbefatter

- ligering af de kodende sekvenser, som koder for polypeptiderne, saledes at de

eri leseramme og séledes at ekspression af det fusionerede polypeptid er
under kontro! af den samme promotor(er) og terminator.

DNA-sekvensen ifaige opfindelsen kan klones fra stammen Escherichia coli
DSM 11299 ved anvendelse af standard-kloningsteknikker, for eksempel som
beskrevet af Sambrook et al. (1989), Molecular Cloning: A Laboratory Manual.
Cold Spring Harbor Lab.; Cold Spring Harbor, NY.

Da den foreliggende opfindelse har lest problemet med udvikling af et egnet
screeningsassay til anvendelse i en ekspressionskioningsteknik til kloning af
en phospholipase ifelge opfindelse, se afsnittet med overskriften "Metode til
kloning af en ti'édsvampe-phospholipase", kan DNA-sekvensen ifslge
opfindelsen nu klones ved hjeslp af en hvilken som helst generel metode, som
inddrager:
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- kioning i egnede  vektorer af et cDNA-bibliotek fra en hvilken som
helst organisme, der forventes at danne phospholipasen af interesse,

- transformation af egnede geervaertsceller med navnte vektorer,

- dyrkning af vaertscelleme under passende betingeléer til ekspression
af et hvilket som helst enzym af interesse, der kodes af en kion i cDNA-
biblioteket,

- screening for positive kloner ved hjaelp af bestemmelse af eventuel
phospholipase-aktivitet hos enzymet, der dannes af sadanne kloner, og

- isolering af det enzymkodende DNA fra s&danne kloner.
Alternativt kan DNA'et, der koder for en phospholipase ifalge opfindelsen, da
den foreliggende opfindelse for forste gang tilvejebringer en klonet DNA-
sekvens, som koder for et tradsvampe-PLA-enzym, i overensstemmelse med
velkendte procedurer kiones traditionelt fra en egnet kilde, sdsom en hvilken
som helst af organismeme, der er naevnt i afsnittet "Mikrobielle kilder", ved
anvendelse af syntetiske oligonukleotidprober, der er fremstillet pa basis af en
DNA-sekvens, der er beskrevet heri. For eksempel kan en egnet
oligonukleotidprobe fremstilles pa basis af den phospholipase-kodende del af
nukleotidsekvenseme, der er vist i SEQ ID NO: 1, eller et hvilket som helst
egnet udsnit deraf eller pa basis af aminosyresekvensen SEQ ID NO: 2.

Da endvidere en kionet DNA-sekvens ifelge opfindelsen koder for et
polypeptid med phospholipase-aktivitet ifalg_e opfindelsen, er en rackke af de

- specifikke udferelsesformer, som vedrerer et isoleret polypeptid med

phospholipase-aktivitet ifelge opfindelsen, ogsa . udferelsesformer for
opfindelsen for en klonet DNA-sekvens ifelge opfindelsen, som koder for et
polypeptid med phospholipase-aktivitet. Folgeligt vedrerer referencer og
foretrukne og mest foretrukne udferelsesformer for neevnte isolerede
polypeptid med phospholipase-aktivitet ogsa en kionet DNA-sekvens ifelge
opfindelsen.

Som folge deraf vedrerer en udferelsesform for opfindelsen en klonet DNA-
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sekvens ifelge opfindelsen, hvor phospholipasen, der kodes af nasvnte DNA-
sekvens, er en phospholipase A1.

| en yderligere udferelsesform er en kionet sekvens ifelge opfindelsen en
klonet DNA-sekvens, hvori phospholipasen, der kodes af nzvnte DNA-
sekvens, er en phospholipase A2, og i en endnu yderligere udfarelsesform er
en klonet sekvens ifelge opfindelsen en klonet DNA-sekvens, hvor
phospholipasen, der kodes af naevnte DNA-sekvens, er en phospholipase B.

. Fortrinsvis koder for navnte klonede DNA-sekvens ifalge opfindelsen et

polypeptid med phospholipase A1-aktivitet.

Endvidere angar opfindeisen en klonet DNA-sekvens ifelge opfindelsen, hvori
phospholipasen, der kodes af nasvnte DNA-sekvens, er en phospholipase,
som i det vaesentlige er uathaengig af Ca®*-koncentrationen, der males som:

- relativ phospholipase-aktivitet ved § mM EDTA og 5 mM Ca® i et
phospholipase-aktivitetsassay, som maler frigerelsen af fri fedtsyrer fra lecithin
i en buffer, som omfatter 2 % lecithin, 2 % Triton X-100, 20 mM citrat, pH 5,
der inkuberes i 10 minutter ved 37 °C, efterfulgt af standsning af reaktionen
ved 95 °C i 5 minutter, hvor relativ phospholipase-aktivitet ved 5§ mM EDTA/5
mM Ca”* er et forhold, der er sterre end 0,25, mere fortrinsvis et forhold, der er
sterre end 0,5.

Endnu yderligere angédr opfindelsen en kionet DNA-sekvens ifeige
opfindelsen, hvori phospholipasen, der kodes af navnte DNA-sekvens, er en
phospholipase med en phospholipase-aktivitet, der er mindst 0,25 nmol/minut,
enzymdosis: 60 ug, ved 25°C, mere fortrinsvis mindst 0,40 nmolminut,
enzymdosis: 60 ug, ved 25 °C, malt i et enkeltlags-phospholipase-assay som
felger:

a. i et enkettlégs-udstyr (nul ordens-niveau) spredes pa en grundigt
oprenset overfalde af en bufferoplesning (10 mM Tris, pH 8,0, 25°C) et

“enkettiag af phospholipidet DDPC (didicanoy! (C10)-phosphatidyicholin) fra en

chloroform-oplesning,

b. efter afspaending af enkeltlaget (fordampning af chloroform) justeres
overfladetrykket til 15 mN/m svarende til et gennemsnitligt molekyleareal for

DK/EP 0869167 T3
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DDPC p4 ca. 63 A¥/molekyle,

c. en bufferoplesning (som ovenfor). der indeholder 60 Hg enzym,
injiceres gennem enkeltlaget ind i underfasen i reaktionsafsnittet (cyliner med
et areal pa 1520 mm? og et volumen pa 30400 mm?) i "nul ordens-niveauet”,

d. enzymatisk aktivitet bestemmes ved hjelp af hastigheden af en mobil
spaering, som komprimerer enkeltlaget il opretholdelse af konstant
overfladetryk, efterhdnden som uoplaselige substratmolekyler hydrolyseres til
mere vandoplgselige reaktionsprodukter, hvor antaliet af DDPC-molekyler,
som hydrolyseres pr. minut af enzymet, stimeres ud fra det gennemsnitlige
molekyleareal (MMA) for DDPC.

| en yderligere udferelsesform angar opfindelsen en klonet DNA-sekvens
ifolge opfindelse, hvori phospholipasen, der kodes af nasvnte DNA-sekvens, er
en phospholipase med en phospholipase-aktivitet, som er i stand til at frigere
mindst 7 pymol fri fedtsyre/minut/mg enzym, mere fortrinsvis mindst 15 umol fri
fedtsyre/minutmg enzym, mailt som felger:

phospholipase-aktivitet males i et assay, der maler frigerelsen af fri fedtsyrer
fra lecithin i en buffer, som omfatter 2 % lecithin, 2 % Triton X-100, 20 mM
citrat, pH 5, der inkuberes i 10 minutter ved 37 °C, efterfuigt af standsning af
reaktionen ved 95 °C i 5 minutter.

| yderligere udferelsesformer angér opfindelsen:

en klonet DNA-sekvens ifelge opfindelsen, hvori phospholipasen, der kodes af
nazvnte DNA-sekvens, er i stand til at udfore enzymatisk degummering af en

spiseolie i overensstemmelse med en fremgangsmade ifelge opfindelsen til '

reduktion af maengden af phosphor-indeholdende bestanddele i en spiseolie,
som omfatter et ikke-hydrerbart phosphorindhold pa mindst 50 ppm, og

en klonet DNA-sekvens ifglge opfindelsen, hvori phospholipasen, der kodes af
nzevnte DNA-sekvens, er i stand til at udfere enzymatisk degummering af en
vanddegummeret spiseolie (med et phosphorindhold pa 50-250 ppm) og
derved reducere phosphorindholdet i olien til mindre end 11 ppm, hvor den
enzymatiske degummeringsproces omfatter kontaktbringning mellem naevnte
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olie ved en pH fra 1,5 til 8 og en vandig oplesning af phospholipasen, som er
emulgeret i olien, indtil phosphorindholdet i olien er reduceret til mindre end 11

ppm, og efterfalgende separering af den vandige fase fra den behandlede olie.

En klonet DNA-sekvens ifelge opfindelsen er fortrinsvis en kionet DNA-
sekvens, hvori phospholipasen, der kodes af navnte DNA-sekvens, er i stand
il at udfere naevnte enzymatiske degummeringsproces i den
vanddegummerede spiseolie ved anvendelse af mindre end 2 mg
phospholipase (terstof)’kg olie, og hvorved phospholipasen er i kontakt med
nazvnte olie i et tidsrum pa 15 minutter til 2 timer.

Fremganasmade til kloning af en trddsvampe-phospholipase

Man stodte pa en raekke tekniske vanskelighed, da man forsegte at isolere en
phospholipase ifelge opfindelsen eller kione et polynukieotid, som kodede for
den. Det syntes umuligt at isolere enzymet, og problemet med kloning af
polynukleotidet blev forfulgt.

Som beskrevet heri var der ingen kendt DNA-sekvens, som kodede en
tradsvampe-phospholipase A, tilgaengelig. Folgeligt udviklede de foreliggende
opfindere en kloningsstrategi pa basis af ekspressionskloning-i-geer-teknikken
(H. Dalboege et al.,, Mol. Gen. Genet. (1994), 243:253-260, WO 93/11249 og
WO 94/14953).

Et af de sterste problemer i forbindelse med denne teknik var, at gaer danner
en indre aktivitet, som giver anledning til en phospholipase-baggrund i
udpladningsassays. Denne baggrund viste sig at veere staerkt afhaengig af
meaengden af substrat i assayskalene, og maengden af substrat skulle derfor
titreres omhyggeligt til at niveau, hvor baggrunden var lav nok, til at assayet
kunne veere palideligt under ekspressionsklonings-screeningsproceduren, men
hej nok til at reaktionen kan finde sted.

Ydermere omfatter trddsvampestammer almindeligvis en rakke forskellige
lipaser, hvoraf nogle endog fremviser begreenset phospholipase-aktivitet.
Sadanne lipaser defineres heri som. "en lipase med phospholipase-
sideaktivitet (se afsnittet "Definitioner” heri).
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| udpladningsassayet viste baggrunden af sadanne lipaser med
phospholipase-sideaktivitet sig ogsa at vaere staerkt afthaengig af maengden af
substrat i assayskalene, og mazngden af substrat skulle derfor titreres endnu
mere omhyggeligt for at eliminere baggrundsaktiviteten fra bade geercelleme
og tradsvampelipaserne med phospholipase-sideaktivitet,

Ud over dette viste det sig, at der skulle foretages et omhyggeligt valg af
substrat, da mange ikke tilvejebragte nogen funktione! lesning pa problemet,
fordi en raekke af de testede phospholipase-substrater gav en
baggrundsaktivitet, som skyldtes, at lipaser uden phospholipase-aktivitet var i
stand til at reagere pa substrateme. Felgeligt skulle et stort antal substrater
testes og titreres for at identificere et egnet substrat.

Den fundne lgsning til muliggerelse af udferelse af ekspressionskloningen af
et phospholipase-kodende polynukleotid var anvendelse af Lipoid E80 (fra
Lipoid GmbH) i omhyggeligt malte koncentrationer. | "Materiale og metode"-
afsnittet heri findes en detaljeret beskrivelse af den komplette
ekspressionskloning-i-gaer-metode, herunder et udpladningsassay, som Igser
de ovenfor beskrevne problemer.

Homologiflighed for DNA-sekvenser

DNA-sekvenshomologienfligheden, der henvises til ovenfor, bestemmes som
graden af lighed mellem to sekvenser, som viser en afvigelse af den ferste
sekvens fra den anden. Homologien kan passende bestemmes ved hjeelp af
kendte computerprogrammer, sasom GAP, der tilvejebringes i GCG-
programpakken (Program Manual for the Wisconsin Package, Version 8,
august 1994, Genetics Computer Group, 575 Science Drive, Madison,
Wisconsin, USA 53711) (Needleman, S.B., og Wunsch, C.D., (1970), Journal
of Molecular Biology 48:443-453). Ved anvendelse af GAP med falgende
indstilling til DNA-sekvenssammenligning: GAP-dannelses-afskasring pa& 5,0
og GAP-forleengelses-afskeering pa 0,3, fremviser det kodende omrade af
DNA-sekvensen en lighedsgrad pa fortrinsvis mindst 70 %, mere fortrinsvis
mindst 80 %, mere fortrinsvis mindst 90 %, mere fortrinsvis mindst 95 %, mere
fortrinsvis mindst 97 % med den phospholipase-kodende del af DNA-
sekvensen, der er vist i SEQ ID NO: 1 (det vil sige position 23-1063 i SEQ ID
NO: 1), eller mere fortrinsvis med DNA-sekvensen, der er vist i position 113-
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1063 i SEQ ID NO: 1 (position 113 svarer til den N-teminale rest i det modne
enzym), eller endnu mere fortrinsvis med DNA-sekvensen, der er vist i position
23-929 i SEQ ID NO: 1 (position 929 svarer til den C-terminale rest i C-
terminalt processeret secemeret aktivt enzym).

Hybridisering

Hybridiseringen, der henvises til ovenfor, pataenkes at omfatte en analog DNA-
sekvens, som hybridiserer til en dobbeltstrenget DNA-probe, der svarer til den

10 phospholipase-kodende del af DNA-sekvensen, der er vist i SEQ ID NO: 1, det
vil sige nukleotideme 23-1063, eller mere fortrinsvis med en dobbeltstrenget
DNA-probe, der svarer til DNA-sekvensen, der er vist i position 113-1063 i
SEQ ID NO: 1 (position 113 svarer tii den N-terminale rest i det modne
enzym), eller endnu mere fortrinsvis med en dobbeltstrenget DNA-probe, der

15 svarer til DNA-sekvensen, der er vist i position 23-929 i SEQ ID NO: 1 (position
929 svarer til den C-terminale rest i det C-terminalt processerede secemerede
aktive enzym) under i det mindste lave stringens-betingelser som beskrevet
detaljeret nedenfor.

20 Egnede forspggsbetingelser til bestemmelse af hybridisering ved lav, medium
eller hgj stringens mellem en nukleotidprobe og en homolog DNA- eller RNA-
sekvens inddrager forudgaende Udblodning af filteret, der indeholder DNA-
fragmenterne eller RNA'et, der skal hybridisere, i 5 x SSC
(natriumchlorid/natriumcitrat, Sambrook et al, 1989) i 10 minutter og

25 preehybridisering af filteret i en oplasning af 5 x SSC, 5 x Denhardt's oplesning
(Sambrook et al,, 1989), 0,5 % SDS og 100 pg/ml denatureret sonikeret
laksesperma-DNA (Sambrook et al., 1989), efterfulgt af hybridisering | den
samme oplesning, som indeholder 10 ng/ml af en vilkarlig primet (Feinberg,
A.P., og Vogelstein, B. (1983), Anal. Biochem. 132:6-13), *P-dCTP-maerket

30 (specifik aktivitet > 1 x 10° cpm/ug) probe i 12 timer ved ca. 45 °C. Filteret
vaskes herefter to gange i 30 minutter i 2 x SSC, 0,5 % SDS ved en
temperatur pa mindst 55°C (lav stringens), mere fortrinsvis mindst 60 °C
(medium stringens), endnu mere fortrinsvis mindst 65°C (medium/hej
stringens), endnu mere fortrinsvis mindst 70 °C (hej stringens), endnu mere

35 fortrinsvis mindst 75 °C (meget hgj stringens).

Molekyler, hvortil oligonukleotidproben hybridiserer under disse betingelser,

= - —r - R ~ C— - -
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pavises ved anvendelse af en X-rentgenfilm. '

Det har vist sig, at det er muligt teoretisk at forudsigé om to givhe DNA-
sekvenser vil hybridisere under bestemte specifikke betingelser.

Folgeligt kan forsegsmetoden som et alternativ til den overfor beskrevne til
bestemmelse af,  om en analog DNA-sekvens vil hybridisere til
nukleotidproben, baseres pa ‘en teoretisk beregning af den Tm
(smeltetemperatur), hvorved to heterologe DNA-sekvenser med kendte
sekvenser vil hybridisere under specificerede betingelser (for eksempel med
hensyn til kation-koncentration og temperatur). ‘

For at bestemme smeltetemperaturen for heterologe DNA-sekvenser
(Tm(hetero)) er det nedvendigt indledningsvis at bestemme
smeltetemperaturen (Tm(homo)) for homologe DNA-sekvenser,

Smeltetemperaturen (Tm(homo)) for to helt komplementaere DNA-strenge
(homodupleksdannelse) kan bestemmes ved anvendelse af folgende formel:

Tm(homo) = 81,5°C + 16,6(log M) + 0,41(% GC) - 0,61(% form) - (500/)
("Current protocols in Molecular Biology”. John Wiley and Sons, 1995), hvor:

"M" = den molzere kation-koncentration i vaskebuffer,

"% GC" = % Guanin (G) og Cytosin (C) af det totale antal baser i DNA-
sekvensen.

"% form” = % formamid i vaskebufferen, og

"L" = laangden af DNA-sekvensen.

Ved anvendelse af denne formel og de eksperimentelle vaskebetingelserne,
der er angivet ovenfor, er Tm(homo) for homodupleksdannelsen for
nukleotidproben, der svarer til DNA-sekvensen, der er vist i SEQ ID NO: 1, det
vil sige nukleotiderne 23-1060:

Tm(homo) = 81,5 + 16,6(log 0,30) + 0,41(56) - 0,61(0) - (500/1038)
Tm(homo) = 103,5 °C. ‘

"M": 2 x SSC svarer til en kation-koncentration p3 0,3 M,

"% GC": % GC i SEQ ID NO: 1, position 23-1060 er 56 %.

"% form"; Der er intet formamid i vaskebufferen.
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"L" Leengden af SEQ ID NO: 1, position 23-1063 er 1038 bp.

Tm bestemt ved hjeelp af ovennavnte formel er Tm for en
homodupleksdannelse (Tm(homo)) mellem to helt komplementaere DNA-
sekvenser. For at tilpasse Tm-vaardien til en for to heterologe DNA-sekvenser,
antager man, at en 1 % forskel i nukleotidsekvensen mellem de to heterologe
sekvenser svarer til et fald pAd 1°C i Tm ("Current protocols in Molecular
Biology. John Wiley and  Sons, 1895).  Tm(hetero) for
heterodupleksdannelsen findes derfor ved at traskke homologi-%-forskellen
mellem den analoge sekvens, det drejer sig om, og nukleotidproben, der er
beskrevet ovenfor, fra Tm(homo). DNA-homologiprocenten, som skal traekkes
fra, beregnes som beskrevet heri (se nedenfor).

Homologi med aminosyresekvenser

Polypeptidhomologien, der henvises til ovenfor, bestemmes som graden af
lighed mellem to sekvenser, som viser en afvigelse af den ferste sekvens for
den anden. Homologien kan passende bestemmes ved hjeelp af kendte
computerprogrammer, sdsom GAP, der tilvejebringes i GCG-programpakken
(Program Manual for the Wisconsin Package, Version 8, august 1994,
Genetics Computer Group, 575 Science Drive, Madison, Wisconsin, USA
53711) (Needleman, S.B., og Wunsch, C.D., (1970), Journal of Molecular
Biology 48:443-453). Ved anvendelse af GAP med foigende indstilling til DNA-
sekvenssammenligning: GAP-dannelses-afskering pad 3,0 og GAP-
forleengelses-afskeering pa 0,1, fremviser den modne del af et polypeptid, der
kodes af en analog DNA-sekvens, en lighedsgrad pa fortrinsvis mindst 70 %,
mere fortrinsvis mindst 80 %, mere fortrinsvis mindst 90 %, mere fortrinsvis
mindst 95 %, iszr mindst 97 % med den modne del af aminosyresekvensen,
der er vist i SEQ ID NO: 2, det vil sige position 31-346 i SEQ ID NO: 2, eller
mere fortrinsvis med aminosyresekvensen, der er vist i position 31-303 | SEQ
ID NO: 2 (position 303 er den C-terminale rest i C-terminalt processeret
secemeret aktivt enzym).

Den foreliggende opfindelse er ogsa rettet mod phospholipase-Variantef med
en aminosyresekvens, der adskiller sig i ikke mere end tre aminosyrer,
fortrinsvis i ikke mere end to aminosyrer og mere fortrinsvis i ikke mere end en
aminosyre fra den modne del af aminosyresekvensen, der er vist i SEQ ID

T - e AT
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NO: 2.

Endvidere angar de ovennaevnte foretrukne aminosyreligheder ogsa en analog
til en klonet DNA-sekvens ifelge opfindelsen, idet denne sekvens koder for et
polypeptid, der fremviser phospholipase-aktivitet, og som er mindst 70 %
homolog med polypeptidsekvensen, der er vist i position 31-346 i SEQ ID
NO: 2, eller mere fortrinsvis mindst 70 % homolog med polypeptidsekvensen,
der omfatter positioneme 31-303 i SEQ ID NO: 2.

Immunologisk krydsreaktivitet

Antistoffer, der skal anvendes il bestemmelse af immunologisk
krydsreaktivitet, kan fremstilles ved anvendelse af en oprenset phospholipase.
Mere specifit kan der dannes antiseum mod phospholipasen ifzige
opfindelsen ved hjmslp af immunisering af kaniner (eller andre gnavere) i
overensstemmeise med proceduren, der er beskrevet af Axelsen et al. i A
Manual of Quantitative Immunoelectrophoresis, Blackwell Scientific

Publications, 1973, Chapter. 23, eller A. Johnstone og R. Thorpe,

- Immunochemistry in Practice, Bladkwell Scientific Publications, 1982

(neermere bestemt side 27-31). Oprensede immunoglobuliner kan opnds fra
antiserumet, for eksempel ved hjzelp af saltfeeldning ((NH.):SO4), efterfulgt af
dialyse og ionbytningskromatografi, for eksempel pd DEAE-Sephadex.
Immunokemisk karakterisering af proteiner kan udferes enten ved hjeelp af
Outcherlony-dobbeltdiffusionsanalyse (0. Ouchterlony i Handbook of
Experimental Immunology (D.M. Weir, Ed.), Blackwell Scientific Publications,
1967, pp. 655-706), ved hjeelp af kryds-immunelektroforese (N. Axelsen et al.,
supra, kapitel 3 og 4) eller ved hjeelp af raket-immunelektroforese (N. Axelsen
et al., kapitel 2). '

Mikrobielle kilder
Pa prioriteringsdatoen for den foreliggende opfindelse er taksonomien, der
anvendes nedenfor, i overensstemmelse med World Wide Web (WWW)-

NCBI-taksonomi—browseren.

Et isoleret polypeptid med phospholipase-aktivitet og den tilsvarende klonede
DNA-sekvens ifelge opfindelsen kan opnas fra en hvilkken som helst
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mikroorganisme, fortrinsvis en tradsvamp, en geercelle eller en bakterie.
Fortrinsvis kan en phospholipase og den tilsvarende klonede DNA-sekvens:

ifelge opfindelsen opnds fra en trddsvampestamme, hvor en foretrukken
raeekke er Ascomycota, hvor en foretrukken kiasse er Pyrenomycetes som

. omfatter den foretrukne familie Nectriaceae.

Mere fortrinsvis kan phospholipasen og den tilsvarende klonede DNA-sekvens
ifelge opfindelsen opnas fra en stamme af sleegten Fusarium, sdsom en
stamme af F. culmorum, F. heterosporum eller F. solani, iseer en stamme af
Fusarium oxysporum.

Endvidere kan en phospholipase og den tilsvarende klonede DNA-sekvens
ifelge opfindelsen opnas fra en tradsvampestamme fra sleegten Aspergillus,
sasom en stamme af Aspergillus awamori, Aspergillus foetidus, Aspergillus
Jjaponicus, Aspergillus niger eller iseer Aspergillus oryzae.

Et isolat fra en stamme af Fusanum oxysporum, hvorfra en phospholipase
ifelge opfindelsen kan opnas, er blevet deponeret i overensstemmelse med
the Budapest Treaty on the International Recognition of the Deposit . of
Microorganisms for the Purposes of Patent Procedure ved the Deutche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Mascheroder Weg
1b, D-38124 Braunschweig, Tyskland (DSM).

Deponeringsdato: " 6. juni 1983
Deponents ref.: NNO41759
DSM-nr.: Fusanum oxysporum DSM-nr. 2672

Endvidere er ekspressionsplasmidet pYES 2.0, som omfatter den udforkortede

- cDNA-sekvens, der koder for phospholipasen ' ifelge opfindelsen, blevet

transformeret ind i en stamme af Escherichia coli, som blev deponeret i

- overensstemmelse med the Budapest Treaty on the Intemational Recognition

of the Deposit of Microorganisms for the Purposes of Patent Procedure ved
the Deutche Sammiung von Mikroorganismen und Zelikulturen GmbH,
Mascheroder Weg 1b, D-38124 Braunschweig, Tyskland (DSM).

Deponeringsdato: 25. november 1996
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Deponents ref.: NNO49279
DSM-nr.: Escherichia coli DSM-nr. 11299

Ekspressionsvektorer

Ekspressionsvektoren ifelge opfindelsen kan veere en hviken som helst
ekspressionsvektor, som pa bekvem vis kan udszettes for rekombinant-DNA-
procedurer, og valget af vektor vil ofte afhaenge af veertscellen, hvori vektoren
skal indferes. Vektoren kan saledes veere en autonomt replikerende vektor,
det vil sige en vektor, der findes som en ekstrakromosomal enhed, hvis
replikation er uafhaengig af kromosomal replikation, for eksempel et plasmid.
Altemmativt kan vektoren veaere en, der, nar den indferes i en vaertcelle,
integreres i veertscellegenomet og replikeres sammen med kromosomet eller
kromosomeme, hvori den er integreret.

| ekspressionsvektoren skal DNA-sekvensen, der koder for phospholipasen,
vaere operationelt koblet til en egnet promotor- eller terminatorsekvens,
Promotoren kan veere en hvilken som helst DNA-sekvens, der fremviser
transkriptionel aktivitet i den valgte vaertscelle, og kan stamme fra gener, der
koder for proteiner, som enten er homologe eller heterologe for veertscellen.
Procedureme, som anvendes il ligering af DNA-sekvenserne, der koder for
phospholipasen, promotoren og temminatoren, og til insertion af disse i egnede
vektorer er velkendte (cf. for eksempel Sambrook et al. (1989), Molecular
Cloning. A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, NY).

Eksempler pa egnede promotorer til anvendelse i trddsvampevaertsceller er for
eksempel ADH3-promotoren (McKnight et al., The EMBO J. 4:2093-2099
(19895)) eller tpiA-promotoren. Eksempler pa andre anvendelige promotorer er
de, der stammer fra genet, der koder for Aspergillus oryzae-TAKA-amylase,
Rhizomucor miehei-asparagin-proteinase, Aspergillus niger-neutral a-amylase,
Aspergillus niger-syrestabil a-amylase, Aspergillus niger- eller Aspergillus
awamoriglucoamylase (gluA), Rhizomucor mieheilipase, Aspergillus oryzae-
alkalisk protease, Aspergillus  oryzae-triosephosphat-isomerase  eller
Aspergillus nidulans-acetamidase.
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Veertsceller

Den ‘foreliggende opfindelse angar ogsa rekombinante veertsceller, som
omfatter en nukieinsyresekvens ifeige opfindelsen, hvor celleme med fordel
kan anvendes i den rekombinante produktion af polypeptiderne. Udtrykket
"vaertscelle” omfatter et hvilket som helst afkom af en parentalcelle, som ikke
er identisk med parentalcellen pa grund af mutationer, der forekommer under
replikation.

Cellen transformeres fortrinsvis med en vektor, som omfatter en
nukleinsyresekvens ifelge opfindelsen, efterfulgt af integrering af vektoren i
vaertskromosomet.

"Transformation” betyder indferelse af en vektor, som omfatter en
nukleinsyresekvens ifslge den foreliggende opfindelse i en vasrtscelle, saledes
at vektoren opretholdes som en kromosomalt integreret sekvens eller som en
selvreplikerende ekstrakromosomal vektor. Integrering anses almindeligvis for
at vere en fordel, da det er mere sandsynligt, at nukleinsyresekvensen
opretholdes stabilt i cellen. Integrering af vektoren i vesrtskromosomet kan
forekomme ved hjalp af homolog eller ikke-homolog rekombination som
beskrevet ovenfor. : ‘

| en foretrukken udferelsesform er veertscellen en svampecelle. "Svampe”
indbefatter som anvendt heri raekken Ascomycota, Basidiomycota,
Chytridiomycota og Zygomycota (som defineret af Hawksworth et al., I
Ainsworth og Bisby's Dictionary of The Fungi, 8. udgave, 1995, CAB
Intemational, University Press, Cambridge, UK) savel som QOomycota (som
anfert i Hawksworth et al., 1995, supra, page 171) og alle mitosporiske
svampe (Hawksworth et al, 1995, supra). Repraesentative grupper af
Ascomycota indbefatter for eksempel Neurospora, Eupenicillium (=
Penicillium), Emericella (= Aspergillus), Eurotium (= Aspergillus) og de
egentlige gaer, der er anfert ovenfor. Eksempler pa Basidiomycota indbefatter
paddehatte, rust og brand. Repraesentative grupper af Chytridiomycota
indbefatter for eksempel Allomyces, Blastocladiella, Coelomomyces og
akvatiske svampe. Repraesentative grupper af Oomycota indbefatter for
eksempel saprolegniomycetese akvatiske svampe (vandskimmelsvampe),
s&som Achlya. Eksempler pd mitosporiske svampe indbefatter Aspergillus,

NZAS-0007489



10

15

20

25

30

35

DK/EP 0869167 T3

45

Penicillium, Candida og Altemaria. Repraesentative grupper af Zygomycota
indbefatter for eksempel Rhizopus og Mucor.

| en foretrukken udferelsesform er svampevaertscelle en tradsvampecelle.
"Tradsvampe" indbefatter alle tradagtige former af undergruppen Eumycota og
Oomycota (som defineret af Hawksworth et al., 1995, supra). TrAdsvampene
er kendetegnet ved et vegetativt mycelium, der bestar af chitin, cellulose,
glucan, chitosan, mannan og andre komplekse polysaccharider. Vegetativ
vaekst sker ved hyfal forleengelse, og carbonkatabolismen er obligat aerob. |
modszetning hertil sker vegetativ vaekst - hos geer, sasom Saccharomyces
cersvisiae, ved hjslp af knopskydning fra en unicelluleer thallus, og
carbonkatabolismen kan vaere fermentativ. | en mere foretrukken
udferelsesform er trddsvampevzertscellen en celle fra en art af men ikke
begraenset til Acremonium, Aspergillus, Fusarium, Humicola, Mucor,
Myceliophthora, Neurospora, Penicillium, Thielavia, Tolypocladium og
Trichoderma eller en teleomorf eller et synonym dertil. | en endnu mere
foretrukken udfarelsesform er tradsvampeveertscellen en Asperygilius-celle. | en
anden endnu mere foretrukken udferelsesform er tradsvampevaertscellen en’
Acremonium-celle. | en anden endnu mere foretrukken udferelsesform er
tradsvampeveertscellen en Fusarum-celle. | en anden endnu mere foretrukken
udferelsesform er tradsvampeveertscellen en Humicola-celle. | en anden
endnu mere foretrukken udferelsesform er trddsvampevaertscellen en Mucor-
celle. | en anden endnu mere foretrukken udfereisesform er
tradsvampevaertscellen en Myceliophthora-celle. | en anden endnu mere
foretrukken udferelsesform er tradsvampeveertscellen en Neurospora-celle. |
en anden endnu mere foretrukken udferelsesform er tradsvampeveertscellen
en Penicillium-celle. | en anden endnu mere foretrukken udferelsesform er
tradsvampevaertscellen en Thielavia-celle. | en anden endnu mere foretrukken
udferelsesform er tradsvampevaertscelien en Tolypocladium-celle. | en anden
endnu mere foretrukken udferelsesform er tradsvampeveertscellen en
Trichoderma-celle. | en mest foretrukken udferelsesform er
trddsvampeveertscellen en Aspergillus  awamori-, Aspergillus foetidus-,
Aspergillus japonicus-, Aspergillus niger- eller Aspergillus oryzae-celle. | en
anden mest foretrukken udferelsesform er tradsvampeveertscellen en
Fusanium-celle fra gruppen Discolor (ogsa kendt som gruppen Fusarium). | en
anden foretrukken udfgrelsesform er tradsvampeparentalcellen en Fusarium-
stamme fra udsnittet Elegans, for eksempel Fusarium oxysporum. | en anden
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mest foretrukken udfarelsesform er trddsvampeveertscellen en Humicola
insolens- eller Thermomyces lanuginosa-celle. | en anden mest foretrukken
udforelsesform er trddsvampeveertscellen en Rhizomucor mieheicelle. | en
anden mest foretrukken udforelsesform er trddsvampeveertscellen en
Myceliophthora themmophilum-celle. | en anden mest foretrukken
udferelsesform er trddsvampeveertscellen en Neurospora crassa-celle. | en
anden mest foretrukken udforelsesform er trddsvampevertscellen en
Penicillium purpurogenum-celle. | en anden mest foretrukken udferelsesform
er tradsvampevaertscellen en Thielavia terrestris-celle. | en anden mest
foretrukken udferelsesform er Trichoderma-cellen en Trichoderma harzianum-,
Trichoderma koningi-, Trichoderma longibrachiatum-, Trichoderma resesei-
eller Trichoderma viride-celle.

Svampeceller kan transformeres ved hjelp af en proces, der inddrager
protoplast-danneise, transformation af protoplasterne og regenerering af
cellevaeggen pad en made, der er kendt per se. Egnede procedurer til
transformation af Aspergillus-veertsceller er beskrevet i EP 238 023 og Yeiton
et al., 1984, Proceedings of the National Academy of Sciences USA 81:1470-
1474. En egnet fremgangsmade til transformation af Fusarium-arter er
beskrevet af Malardier et al., 1989, Gene 78:147-156 eller i sidelebende US
serienr. 08/269 449. Gzer kan transformeres ved anvendelse af procedureme,
der er beskrevet af Becker og Guarente, ). Abelson, J.N., og Simon, M.l.,
editors, Guide to Yeast Genetics and Molecular Biology, Methods in
Enzymology 194:182-187, Academic Press, Inc., New York; Ito et al., 1983,
Joumnal of Bacteriology 153:163; og Hinnen et al.,, 1978, Proceedings of the
National Academy of Sciences USA 75:1920. Mammaliacelier kan
transformeres ved hjelp af direkte optagelse ved anvendelse af
calciumphosphat-faeldningsmetoden ifolge Graham og Van der Eb (1978,
Virology 52:546). '

Fremgangsmade til frembringelse af phospholipase

- Den foreliggende opfindelse tilvejebringer en fremgangsmade til frembringelse
_ af et isoleret enzym ifelge opfindelsen, hvorved en egnet vaertscelle, som er

blevet transformeret med en DNA-sekvens, der koder for enzymet, dyrkes
under betingelser, der abner mulighed for dannelsen af enzymet, og det
resulterende enzym indvindes fra kulturen.

"W—— - — —_—
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Nar en ekspressionsvektor, der omfatter en DNA-sekvens, som koder for
enzymet, transformeres ind i en heterolog veertscelle, er det muligt at abne
mulighed for heterolog rekombinant produktion af enzymet ifgige opfindelsen.

Derved er det muligt at opnd en steerkt oprenset phospholipase-
sammenseetning, som er kendetegnet ved at veere fri for homologe urenheder.

| den foreliggende opfindelse kan den homologe veertscelle vaere en stamme
af Fusarium oxysporum.

Mediet, som anvendes til at dyrke de transformerede veertsceller, kan vaere et
hvilket som helst traditionelt medium, som er egnet til dyrkning af de
pageldende veertsceller. Den udtrykte phospholipase kan passende
secemeres ud i dyrkningsmediet og indvindes derfra ved hjselp af velkendte
procedurer, herunder separering af celleme fra mediet ved 7hjalp af
centrifugering eller filtrering, feeldning af proteinagtige bestanddele i mediet
ved hjeelp af et salt, sdsom ammoniumsulphat, efterfulgt af kromatografiske
procedurer, sasom ionbytningskromatografi, affinitetskromatografi eller
lignende.

Anvendelse af phospholipase

Foruden anvendelsen af en phospholipase i en ny fremgangsmade ifeige
opfindelse til enzymatisk degummering af en spiseolie, som omfatter en stor
maengde af ikke-hydrerbart phosphor, er en reekke andre anvendelser af
phospholipaser kendte.,

Sédanne kendte anvendelser af phospholipaser er beskrevet nedenfor.

Phospholipasen ifeige opfindelsen kan anvendes i en hvilkken som helst
anvendelse, hvor det enskes at hydrolysere fedtsyregruppen eller grupperne i
et phospholipid eller lysophospholipid, sasom lecithin eller lysolecithin.
Phospholipasen anvendes fortrinsvis ved pH 3-10 og ved 30-70 °C (iseer 40-
60 °C). Hvis det enskes, kan phospholipasen inaktiveres efter reaktionen ved
at udszette den for varmebehandling, for eksempel ved pH 7, 80°C i 1time
eller 90 °C i 10 minutter.
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Som eksempel kan phospholipasen ifelge opfindelsen anvendes i
fremstillingen af dej, bred og kager, for eksempel til at forbedre bradets eller
kagens elasticitet. Phospholipasen kan saledes anvendes i en proces il
frembringeise af bred, som omfatter tilseetning af phospholipasen il
bestanddelene i en dej, aeltning af dejen og bagning af dejen til frembringelse
af bred. Dette kan udferes analogt med US 4 567 046 (Kyowa Hakko), JP-A
60-78529 (QP Corp.), JP-A 62-111629 (QP Corp.), JP-A 63-258528 (QP
Corp.) eller EP 426211 (Unilever).

Phospholipasen ifalge opfindelsen kan ogsad anvendes til at forbedre
fitrerbarheden af en vandig oplesning eller opsiemning af carbohydrat-
oprindelse ved hjaslp af behandling af den med phospholipasen. Dette er
seerligt anvendeligt til en oplesning eller opslemning, som indeholder et
stivelseshydrolysat, iseer et hvedestivelseshydrolysat, da denne har en
tendens til at vaere vanskelig at filtrere og at give uklare filtrater. Behandlingen
kan udferes analogt med EP 219 269 (CPC International).

_Endvidere kan en phospholipase ifeige opfindelsen anvendes til partiel

hydrolyse af phospholipider, fortrinsvis lecithin, til opndelse af forbedrede
phospholipid-emulgeringsmidier. Denne anvendelse beskrives yderligere i
produktark til Lecitase™ (Novo Nordisk A/S), som angér brugen deraf, og i
Ullmann's Encyclopedia of Industrial Chemistry (Udgiver: VCH Weinheim

(1996)). '

Endvidere kan en phospholipase ifelge opfindelsen anvendes i en proces til
produktion af et dyrefoder, som omfatter blanding af phospholipasen med
foderstoffer og mindst ét phospholipid. Dette kan geres analogt med EP 743 -
017. :

Degummering _af plante-/spiseolier i overensstemmelse _med _kendte
procedurer

| overensstemmelse med kendte procedurer kan phospholipasen ifoige
opfindelsen anvendes i en proces til reduktion af indholdet af phospholipid i en
spiseolie, som omfatter behandling af olien med phospholipasen til
hydrolysering af hovedparten af phospholipiden og separering af en vandig
fase, som indeholder det hydrolyserede phospholipid fra olien. Denne proces
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er anvendelig til oprensning af en hvilken som helst spiseolie, der indeholder
phospholipid, for eksempel planteolie, sdsom sojabenneolie, rapsfraolie og
solsikkeolie.

For den enzymatiske behandling forbehandles planteolien fortrinsvis til
fiemelse af slim (mucilago), for eksempel ved hjzelp af vadraffinering. Olien vil
typisk indeholde 50-250 ppm phosphor som phospholipid ved starten af
behandlingen med phospholipase, og processen ifeige opfindelsen kan
reducere denne vaerdi til under 11 ppm, mere fortrinsvis under 5 ppm.

Den enzymatiske behandling udferes ved hjeelp af dispersion af en vandig
oplesning af en phospholipase, fortrinsvis som smaA driber med en
gennemsnitlig diameter pa under 10 pm. Maengden af vand er fortrinsvis 0,5-5
veegt-% i forhold til olien. Et emulgeringsmidde! kan eventuelt tilseettes.
Mekanisk bevaegelse kan anvendes til opretholdelse af emulsionen.

Den enzymatiske behandling kan udferes ved et hvilket som helst pH i
intervallet 1,5-8. pH kan justeres ved hjeelp af tilsaetning af citronsyre, en
citratbuffer eller HCI.

En passende temperatur er almindeligvis 30-70°C (is@r 40-60 °C).
Reaktionstiden vil typisk vaere 0,5-12 timer (for eksempel 2-6 timer), og en
passende enzymdosis vil sedvanhgvus veere 100-5000 U pr. liter olie, isaer
200-2000 1uA.

Den enzymatiske behandling kan udferes batchvns for eksempel i en tank
med omrering, eller kan vaere fortlebende, for eksempel i en serie af ommrte
reaktortanke.

Den enzymatiske behandiing folges af separering af en vandfase og en
oliefase. Denne separering kan udferes ved hjeelp af traditionelle midler, for

“eksempel centrifugering.

I andre henseender kan processen udferes i overensstemmelse med kendte
principper, for eksempel analogt med US 5 264 367 (Metallgeselischaft,
Rohm); K. Dahlke & H. Buchold, INFORM 6(12):1284-91 (1995); H. Buchold,
Fat Sci. Technol. 95(8):300-304 (1993); JP-A 2-153997 (Showa Sangyo); eller
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EP 654 527 (Metalgesellschaﬂ. Réhm).

Anvendelse af en phospholipase ifglge opfindelsen til bagning

Phospholipasen ifolge opfindelsen kan anvendes i bred-forbedrende additiver,
for eksempel dejsammensztninger, dejadditiver, dejkonditioneringsmidler,
feerdigblandinger og tilsvarende praeparater, som traditionelt tilsaettes til melet
og/elier dejen i lebet af processer til frembringelse af bred eller andre bagte
produkter til tilvejebringelse af forbedrede egenskaber for bred eller andre
bagte produkter.

En udferelsesform for opfindeisen angér derfor en bradforbedrende og/eller en
dejforbedrende sammenszetning og endvidere anvendelsen af en
phospholipase ifelge opfindelsen i sddanne sammenszetninger og en dej eller
et bagt produkt, som omfatter en bradforbedrende ogleller en dejforbedrende
sammenszetning ifelge opfindelsen.

| det foreliggende sammenhasng patasnkes udtrykkehe "bredforbedrende
sammenseetning” og "dejforbedrende sammenseetning" at  angive
sammenszetninger, som foruden enzymbestanddelen kan omfatter andre
stoffer, som traditonelt anvendes til bagning til forbedring af dejens og/eller de
bagte produkters egenskaber. Eksempler p4 sadanne bestanddele er anfert
nedenfor.

| det foreliggende sammenhaeng patankes udtrykket "forbedrede egenskaber”
at angive en hvilken som helst egenskab, der kan forbedres ved hjzlp af
virkningen af et phospholipase-enzym ifglge opfindelsen. Iszer resulterer
anvendelsen af phospholipase i et foreget volumen og en forbedret
krummestruktur og anti-"friskhedstab”s-egenskaber hos det bagte produkt,
sdvel som en foreget styrke, stabilitet og reduceret kizebetilbojelighed og
derved forbedret maskinbearbejdelighed hos dejen. Effekten pa dejen har vist
sig at vaere saeriig god, nar der anvendes en mel af ringe kvalitet. Den
forbedrede maskinbearbejdelighed har seerlig betydning i forbindelse med dej,
der skal bearbejdes industrielt.

De forbedrede egenskaber vurderes ved hjelp af sammenlignihg med dej
ogleller bagte produkter, der er fremstillet uden tilseetning af phospholipase
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ifelge den foreliggende opfindelse.

Den bred- ogleller dejforbedrende sammensaetning ifolge opfindelsen kan
yderligere omfatte et andet enzym. Eksempler p4 andre enzymer en cellulase,
en hemicellulase, en pentosanase (der er anvendelig til partie! hydrolyse af
pentosaner, som gger dejens udvidelsesevne), en glucoseoxidase (der er
anvendelig til at gere dejen stserkere), en lipase (der er anvendelig til
modificering af lipider, der er til stede i dejen eller dejbestanddele til bledgering
af dejen), en peroxidase (der er anvendelig til forbedring af dejkonsistensen),
en protease (der er anvendelse til glutensvaekkelse, isaer ved anvendelse af
hard hvedemel), en peptidase og/eller en amylase, for eksempel a-amylase
(der er anvendelig til tilvejebringelse af sukre, der kan fermenteres ved hjaelp
af geer).

Endvidere eller som et altemnativ til andre enzymbestanddele kan den
dejforbedrende ogl/eller bredforbedrende sammensaetning omfatte et
traditionelt anvendt bagemiddel, for eksempel en eller flere af falgende
bestanddele: '

Et meelkepulver (som tilvejebringer skorpefarve), gluten (til at forbedre svage
meles gastilbageholdelsesstyrke), et emulgeringsmiddel (til at forbedre dejens
udvidelsesevne og i nogen grad- konsistensen af det resulterende bred),
granuleret fedt (til bladgering af dejen og for brodets konsistens), en oxidant

~ (som tilsaettes for at forstaerke glutenstrukturen, for eksempel ascorbinsyre,

kaliumbromat, kaliumiodat eller ammoniumpersulfat), en aminosyre (for
eksempel cystein), en sukker og salt (for eksempel natriumchlorid,
calciumacetat, natriumsulfat eller calciumsulfat, hvis funktion er at gere dejen
fastere), mel eller stivelse.

Eksempler pd egnede emulgeringsmidler er mono- eller diglycerider,
diacetylvinsyre-estere af mono- eller diglycerider, sukker-estere af fedtsyrer,
polyglycerol-estere af fedtsyrer, malkesyre-estere af monoglycerider,
eddikesyre-estere af monoglycerider, polyoxyethylenstearater, phospholipider
og lecithin.

| det foreliggende sammenhaeng patenkes udtrykket "bagt produkt” at
indbefatte et hvilket som helst produkt, der er fremstillet af dej, som enten har
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en blzd eller en spred karakter. Eksempler pa bagte produkter, hvad enten de
er af hvid, lys eller merk type, som med fordel kan fremstilles ved anvendelse
af den foreliggende opfindelse, er bred (iseer hvidt bred, fuldkorns- eller
rugbrad), typisk i form af hele bred eller kuvertbred, fransk baguette-type bred,
pitabred, tacos, kager, pandekager, kiks, knaekbred og lignende.

Dejen ifelge opfindelsen kan vasre af en hvilken som helst af typerne, der er
beskrevet ovenfor, og kan veere frisk eller frosset.

Fra ovennaevnte beskrivelse vil det fremgd, at dejen ifelge opfindelsen normalt
er en surdej eller en dej, der skal symes. Dejen kan symes pa forskellige
mader, sasom ved hjzlp af tilseetning af natriumbicarbonat eller lignende eller
ved hjaelp af tilsaetning af en surdei (geerende dej), men det foretraekkes at
syme dejen ved hjselp af tilsaetning af en egnet geerkultur, sdsom en kultur af
Saccharomyces cerevisiae (bagegeer). En hvilken som helst af de kommercielt
tiigeengelige S. cerevisiae-stammer kan anvendes.

| en sidste udfgrelsesform angar opfindelsen anvendelsen af en
phospholipase ifelge opfindelsen til fremstilling af pastadej, som fortrinsvis
fremstilles af durummel eller en mel af sammenlignelig kvalitet. Dejen kan
fremstilles ved anvendelse af traditionelle teknikker og phospholipasen
anvendes i en tilsvarende dosis, som den der er beskrevet ovenfor.
Phospholipasen er fortrinsvis af mikrobiel oprindelse, for eksempel som
beskrevet heri. Det pataznkes, at phospholipasen, nar den anvendes til
fremstilling af pasta, resulterer i en forstaerkning af glutenstrukturen og saledes
en reduktion i dejens klaebetilbejelighed og en forbedret dejstyrke.

Anvendelse af lipaseaktivitet hos et enzym ifelge opfindelsen

Som vist i forsegseksemplemne heri kan en phospholipase ifeige opfindelsen
yderligere fremvise lipaseaktivitet.

Felgeligt angar opfindelsen yderligere anvendelsen af denne lipaseaktivitet |
standardanvendelser af en lipase, isaer til anvendelse i rengerings- og
detergentsammenszetninger. Sadanne rengerings- . og
detergentsammensaetninger er velbeskrevne, og der henvises tii WO
96/34946, WO 97/07202 og WO 95/30011 for yderligere beskriveiser af

_ — . e — e
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egnede rengerings- og detergentsammensaetninger.
Opfindelsen beskrives mere detaljeret i falgende eksempler, som ikke p3

nogen made har til hensigt at begreense raekkevidden af den paberabte
opfindelse,

Materialer og metoder

Deponerede organismer

Fusarium oxysporum DSM 2672 omfatter phospholipasen, der koder for DNA-
sekvensen ifaige opfindelsen.

Escherichia coli DSM 11299, som indeholder plasmidet, der omfatter den
uforkortede cDNA-sekvens, der koder for phospholipasen ifeige opfindelsen, i
den bifunktionelle vektor pYES 2.0.

Andre stammer

Gaerstamme: Den anvendte Saccharomyces cerevisiae-stamme var W3124
(MATa; ura 3-52; leu 2-3, 112; his 3-D200; pep 4-1137; prc1:HIS3;
prb1::LEUZ; cir+). '

E. coli-stamme: DH10B (Life Technologies).

Plasmider

Aspergillus-ekspressionsvektoren pHD414 er et derivat af plasmidet p775 (der
er beskrevet i EP 238 023). Konstruktionen af pHD414 er yderligere beskrevet
i WO 93/11249.

PYES 2.0 (Invitrogen).

PA2PH10 (se eksempel 7).

Generelle molekylaerbiologiske fremgangsmader
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egnede rengarings- og detergentsammensaetninger.
Opfindelsen beskrives mere detaljeret i folgende eksempler, som ikke pa

nogen made har til hensigt at begreense raekkevidden af den paberabte
opfindelse,

Materialer og metoder

Deponerede organismer

Fusarium oxysporum DSM 2672 omfatter phospholipasen, der koder for DNA-

sekvensen ifelge opfindelsen.

. Escherichia coli DSM 11299, som indeholder plasmidet, der omfatter den

uforkortede cDNA-sekvens, der koder for phospholipasen ifelge opfindelsen, i

den bifunktionelle vektor pYES 2.0.

Andre stammer

Geerstamme: Den anvendte Saccharomyces cerevisiae-stamme var W3124
(MATa; ura 3-52; leu 2-3, 112; his 3-D200; pep 4-1137; prc1:HIS3;
prb1::LEUZ; cir+).

E. coli-stamme: DH10B (Life Technologies).

Plasmider

Aspergillus-ekspressionsvektoren pHD414 er et derivat af plasmidet p775 (der
er beskrevet i EP 238 023). Konstruktionen af pHD414 er yderligere beskrevet
i WO 93/11249,

PYES 2.0 (Invitrogen).

pA2PH10 (se eksempel 7).

Generelle molekylaerbiologiske fremgangsmader
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Den enzymaktivitet, der er nedvendig til frembringelse af 1 pmol fedtsyre pr.
minut fra enzymreaktionen, defineredes som 1 enhed.

Ekspressionskloning i geer

5
Ekspressionskloning i gaer blev udfert som beskrevet udferfigt af H. Dalboege
et al. (H. Dalboege et al, Mol. Gen. Genet (1994), 243:253-260; WO
93/11249; WO 94/14953), der medtages heri som reference.

10 Alle individuelle trin i ekstraktion af totalt RNA, cDNA-syntese,

mungbennenukleasebehandling, stump-endedannelse med  T4-DNA-
‘polymerase og konstruktion af biblioteker blev udfert i overensstemmelse med
referencerne, der er naevnt ovenfor.,

15 Fermenteringsprocedure - af Fusarium oxysporum DSM 2672 til mRNA-

isolering

Fusarnium oxysporum DSM 2672 blev dyrket i YPD-medium i 4 dage ved
30°C. 10l supemnatant blev testet for phospholipase-aktivitet i
20 udpladningsassayet, der er beskrevet nedenfor.

mMRNA blev isoleret fra mycelium fra denne kuttur som beskrevet i H. Dalboege
etal., Mol. Gen. Genet. (1994), 243:253-260, WO 93/11249 og WO 94/14953.

25 Identificering af positive gaerkloner (udpladningsassay)

Identificering af positive geerkioner (det vil sige kloner, som omfatter et gen,
der koder for phospholipase-aktivitet) blev udfert som beskrevet nedenfor.

30 Gaertransformanteme udplades pa SC-agar, der indeholder 2 % glucose, og
inkuberes i 3 dage ved 30 °C. Et celluloseacetat-filter (OE67, Schieicher &
Schuell) anbringes ovenpéd celleme og overferes herefter il skalene, der
indeholder SC-agar og 2 % galactose med celleme ovenpa filteret. Efter 3
dages inkubation ved 30 °C overferes fiteret med celler til substratskale.

35 Positive kloner identificeres som kolonier, der fremkalder en blagren zone i
substratskdlen under kolonien.
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Substratskalene er fremstillet pa felgende made: 2,5 g agar (BA-30 INA
Agar®, Funakoshi Co. Lid.) tilsaettes til 137,5 ml H,O, opvarmet til kogning i en
mikrobolgeovn. Efter nedkeling til ca. 60°C tilsattes 30 ml af felgende
blanding: 62,5 m! 0,4 M Tris-HCl-buffer (pH 7,5) og 50 ml 3 % Lipoid E8B0
(Lipoid GmbH, D-67085 Ludwigshafen, Tyskland), som er oplast i 2 % Triton
X-100 (volumen/volumen), og 0,5 ml 2 % Brilliant Green-oplesning i H;0.
Koncentrationen af substratet er vigtig. Hvis koncentrationen er for hgj, kan det
give anledning til baggrundsaktivitet fra geerceller ogleller fra
tradsvampelipaser med phospholipase-sideaktivitet. »

Isolering af et cDNA-gen til ekspression i Aspergilius

En phospholipase-producerende gaerkoloni podes i 20 ml YPD-medium i et 50

mi-glas-reagensglas. Reagensglasset rystes i 2 dage ved 30°C. Cellerne
hestes ved hjzelp af centrifugering i 10 minutter ved 3000 rpm.

DNA isoleres ifolge WO 94/14953 og opleses i 50 ml vand. DNA'et
transformeres ind i E. coli ved hjeelp af standardprocedurer. Plasmid-DNA
isoleres fra E. coli ved anvendelse af standardprocedurer og analyseres ved
hjeelp af restriktionsenzymanalyse. cDNA-insertet skeeres ud ved anvendelse
af passende restriktionsenzymer og ligeres ind | en Aspergillus-
ekspressionsvektor.

Transformation af Aspergillus oryzae eller Aége;gillgs niger

Protoplaster kan fremstilles som beskrevet i WO 95/02043, side 6, linie 2 -
side 17, linie 12, der medtages heri som reference.

100 pl af protoplast-suspensionen blandes med 5-25 pg af det behgrige DNA i
10pl STC (1,2 M sorbitol, 10 mM Tris-HCl, pH = 7,5, 10 mM CaCk).
Protoplaster blandes med p3SR2 (et A. nidulans-amdS-gen-indeholdende
plasmid). Blandingen henseettes ved stuetemperatur i 25 minutter. 0,2 mi 60 %
PEG 4000 (BDH 29576), 10 mM CaCl, og 10 mM Tris-HCI, pH 7,5, tilszettes
og blandes omhyggeligt (to gange), og til sidst tilsasttes 0,85 ml af den samme
oplesning og blandes omhyggeligt. Blandingen hensaettes ved stuetemperatur
i 25 minutter, centrifugeres ved 2500 x g i 15 minutter, og pelieten
resuspenderes i 2 ml 1,2 M sorbitol. Efter endnu en sedimentering spredes
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protoplasterne i minimale skale (Cove, Biochem. Biophys. Acta (1966),
113:51-56), som indeholder 1,0 M sucrose, pH 7,0, 10 mM acetamid som
nitrogen-kilde og 20 mM CsCl til haemning af baggrundsveekst. Efter inkubation
i 4-7 dage ved 37 °C udtages sporer og spredes til enkeltkolonier. Denne
procedure gentages, og sporer fra en enkeltkoloni efter den anden reisolering
opbevares som en defineret transformant.

Test af Asperyillus oryzae- eller Aspergillus niger-transformanter

Hver af Aspergillus oryzae-transformanterne podes i 10 ml YPM (cf. nedenfor)
og opformeres. Efter 2-5 dages inkubation ved 30 °C fiemes supematanten.
20 pl supematant paferes i huller, der er stukket i substratpladen (se ovenfor).
Efter 1-24 timer viser phospholipase-aktivitet sig som en blagren zone omkring
hullet. '

Tilfersels-batchfermentering

Tiifmels-batchfermentering blev udfert i et medium, som omfattede
maltodextrin som carbonkilde, urinstof som nitrogenkilde og gaerekstrakt.
Tilfersels-batchfermenteringen blev udfert ved hjelp af podning af en
rystekolbekultur af A. oryzae-veersceller af interesse i en medium, som
omfattede 3,5 % af carbonkilden og 0,5 % af nitrogenkilden. Efter 24 timers
dyrkning ved pH 7,0 og 34 °C blev den fortisbende tilfersel af yderiigere
carbon- og nitrogenkilder indledt. Carbonkilden blev holdt som den
begraensende faktor, og det blev sikret, at der var oxygen til stede i
overskydende mangder. Tilfarsels-batchdyrkningen blev fortsat i 4 dage.

Isolering af DNA-sekvensen, der er vist i SEQ ID NO: 1

Den phospholipase-kodende del af DNA-sekvensen, der er vist i SEQ ID
NO: 1, som koder for phospholipasen ifgige opfindelsen, kan opnas fra den
deponerede organisme Escherichia coli DSM 11299 ved hjzelp af ekstraktion
af plasmid-DNA ved hjeelp af kendte metoder (Sambrook et al. (1989),
Molecular cloning: A laboratory manual, Cold Spring Harbor lab., Cold Spring
Harbor, NY).

Medier
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YPD: 10 g gaerekstrakt, 20 g pepton, H,O til 300 ml. Autoklaveret, 100 m) 20 %
glucose (sterilfiltreret) tilsat.

YPM: 10 g geerekstrakt, 20 g pepton, H0 til 900 ml. Autoklaveret, 100 m! 20
% maltodextrin (sterilfiltreret) tilsat.

10 x basalsalt: 75 g gaer-nitrogénbase, 113 g ravsyre, 68 g NaOH, H,0 til 1000
mi, sterilfiltreret.

SC-URA: 100 ml 10 x basalsalt, 28 ml 20 % casaminosyrer uden vitaminer, 10
ml 1 % tryptophan, H;O til 800 ml. Autoklaveret, 3,6 mi 5 % threonin og 100 m!
20 % glucose eller 20 % galactose tilsat.

SC-agar: SC-URA, 20 g/l agar ilsat,

_SC-variantagar: 20 g agar, 20 ml 10 x basalsalt, H,O til 900 ml, autoklaveret.

PEG 4000 (polyethylenglycol, molekylevaegt = 4.000) (BDH, England).
EKSEMPLER

EKSEMPEL 1

Fermentering af Fusanum oxysporum-phospholipase

En kultur af Fusarium oxysporum DSM 2672 pa et skrastivnet agarsubstrat
blev overfert til fem 500 mi-rystekolber, hver med 100 mi Bouillon-3-medium,
og omrystet ved 30 °C i 1 dag (200 rpm, amplitude 2,5 cm).

Sammenszatningen af Bouillon-3-medium var som faliger:

Pepton 6gn
Trypsinfordgjet kasein 49/
Geerekstrakt 3gn
Kedekstrakt 1,50/
Glucose 101
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Mediet blev autoklaveret ved 121 °C i 40 minutter.

Dyrkningsmediet fra disse Boullion-3-rystekolber blev anvendt som podekultur
til podning af tyve 500 mil-rystekolber, hver med 200 ml PL-1-medium.

Sammensaetningen af PL-1-mediet var som folger:

Pepton 1091
Tween®-80 12 gh
MgS0,.7H;0 29/
CaCl,.2H,0 0,1 g/
pH fer autoklavering 6,0

Mediet blev autokiaveret ved 121 °C i 40 minutter.

Hver PL-1-rystekolbe blev podet med 0,5-2 ml Boullion-3-dyrkningsmedium og
rystet ved 200 rpm (amplitude 2,5 cm) ved 30 °C i 5 dage. Dyrkningsmediet fra
rystekolbemne blev puljet ved hest til opnaelse af 3,9 | med et enzymudbytte pa
53 LU/ml. :

EKSEMPEL 2

Oprensning af phospholipase

Trin 1)En liter fermenteringssupematant blev centrifugeret, og det resulterende
preecipitat blev smidt ud. Supematanten blev herefter justeret tii 0,8 M
ammoniumacetat ved hjeelp af tilsaetning af fast ammoniumacetat.

Trin 2)Hydrofobisk kromatografi - Toyopear! butyl 650 C-matrix blev leveret af
Toso Hass (R6hm and Haas Company, Tyskland). En 50 ml-sgjle blev pakket
med matrixen. Sgjlen blev vasket med 50 % ethanol og efterfelgende med
vand. Sgjlen blev herefter zekvilibreret med 0,8 M ammoniumacetat.
Fermenteringssupematanten, som var justeret med 0,8 M ammoniumacetat,
blev herefter pasat sejlen. Ubundet materiale blev herefter vasket med 0,8 M
ammoniumacetat, indtil alt UV-absorberende materiale (280 nm) var fiermnet.
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Sojlen blev herefter elueret med vand og efterfelgende med 50 % ethanol.

Phospholipase-aktivitet blev bestemt ved pH 4,5 og 40 °C ved anvendelse af
Nefa-kittet som beskrevet ovenfor. Fraktioner, som indeholdt aktivitet i vand-
og alkohol-eluat, blev puljet. Aktiviteten blev mait ved pH 4,5 ved anvendelse
af et Nefa-kitassay.

Fraktioner, som indeholdt phospholipase-aktivitet, blev herefter puljet og
dialyseret og opkoncentreret ‘'ved anvendelse af en Amicon-
ultrafiltreringsmembran med en afskaering pa 10 kDa.

Trin 3)Negativ absorption pa DEAE-hurtigflowkromatografi.

DEAE FF blev kebt ved Pharmacia, og en 50 ml sgjle blev pakket med
matrixen.

Sejlen blev herefter vasket som beskrevet af producenten og aekvilibreret med
25 mM Tris-acetatbuffer, pH 7.

Den dialyserede og opkoncentrerede preve blev herefter justeret til pH 7 og
konduktans 2 mSi og pasat en DEAE FF-anionbytningssejle.

Aktivitet blev opsamiet som effluent. Aktiviteten binder ikke til en amonbytter
ved pPH7.

Effluenten fra DEAE FF, som indeholdt aktivitet, blev opkoncentreret og
dialyseret ved anvendelse af en Amicon-membran med en afskeering p& 10
kDa og en 25 mM natriumacetat-buffer, pH 6.

Gelfiltrering pa Superdex 75..

Superdex 75-forpakket sojle Hiload Tm 16/60 fra Pharmacia blev vasket og
aekvilibreret med 25 mM natriumacetat, pH 6, som indeholdt 150 mM NaCl.

To ml af den opkoncentrerede effluent fra anionbytteren, som fremviste
phospholipase-aktivitet ved pH 4,5 og 40 °C, blev pasat Superdex-sejlen.

Aktiviteten blev separeret fra ved hjeelp af gelfiltrering med en flowhastighed
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P& 1 mi/minut.

EKSEMPEL 3

Karakterisering af oprenset phospholipase, som er opnaet fra Fusarium

oxysporum

En karakterisering som beskrevet nedenfor blev udfert pA en Fusarium
oxysporum-phospholipase, der var fermenteret som beskrevet i eksempel 1 og
oprenset som beskrevet i eksempel 2.

Molekylevaegten for phospholipase-enzymet blev bestemt ved anvendelse af
feerdigstebte 4 til 20 % SDS-PAGE-geler fra Novex Tm. Proteinets
molekyleveegt blev bestemt under reducerende betingelser som beskrevet

Foro F. oxysporum-phospholipase viste molekylevaegten sig at veere 29-30
kDa under reducerende betingelser.

Det isoelektriske punkt blev bestemt ved anvendelse af Ampholine PAGE-
plader fra Pharmacia.

For F. oxysporum viste pl for proteinet sig at vaere omkring neutrait pH,
fortrinsvis i intervallet 5,8 til 6,8.

Phospholipases termostabilitet

Termostabiliteten for phospholipase fra Fusarium oxysporum blev testet ved
hjelp af DSC (differentiel  scanningskalorimetri). Den termale
denatureringstemperatur, Td, blev afieest som spidsen af denatureringstoppen
i termogrammer (Cp vs. T), der opn3edes efter opvarmning af
enzymoplasninger ved en konstant, programmeret opvarmningshastighed.

Eksperimentelt

En DSC Il fra Hart Scientific (Utah, US, 1993) blev anvendt il forsegene.

S0 mM bufrede oplesninger blev anvendes som oplesningsmiddel for enzymet

NZAS-0007506



10

15

20

25

30

35

DK/EP 0869167 T3

62

(ca. 2 mg/ml) ved enten pH 10 (50 mM glycinbuffer), pH 7 (50 mM HEPES-
buffer + 10 mM EDTA) eller pH 4 (50 mM citratbuffer). Enzym blev oprenset
ifelge eksempel 2 ovenfor.

750 pl enzymoplesning blev overfort til 1 ml forsejlelige standard-hastelloy-
ampuller fra Hart Scientific. Ampuller blev indfart i kalorimeteret og nedkalet til
5 °C i 15 minutter. Der blev foretaget termal aekvilibrering fer DSC-scanningen.
DSC-scanningen blev udfert fra 5 °C til 85 °C ved en scanningshastighed pa

ca. 90 Kitime. Denatureringstemperaturer blev bestemt ved en ngjagtighed pa

ca.x2°C.

Resultater:

TABEL 1; Spids af denatureringstop som funktion af pH

Td(°C
57 °C
62°C

- 85°C

I—l\l&l'?c

Det skal bemaerkes, at disse forseg blev udfert i fraveer af en oliematrix, som
kan influere betydeligt pA enzymstabilitet. DSC-resultaterne viser en maksimal
stabilitet i neerheden af neutralt pH. '

Hvis man forudsetter irreversibel termal denaturering, er en relevant
arbejdstemperatur ved industriel anvendelse, sasom degummering af olier (US
5 264 367), mindst ca. 10 grader lavere end Td-temperatureme, der er anfort i
tabel 1 ovenfor.

Aminoterminal sekvens
Aminoterminal analyse blev udfert ved anvendelse af Edman-degradering med
Applied Biosystem-udstyr (AB! 473A protein sequencer, Applied Biosytem,

USA) som beskrevet af producenten.

N-terminal(e) sekvens(er):

oo e o iy QR
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For Fusanum oxysporum-phospholipasen er den N-terminale sekvens:
N-terminal A-V-G-V-T-T-T-D-F-S-N-F-K-F-Y-|

Den N-terminale aminosyre "A" (Ala) er position 31 i SEQ ID NO: 2. Dette

viser, at det modne phospholipase-enzym ifelge opfindelsen starter i position

31iSEQIDNO: 2.

Folgeligt er den modne sekvens fra 31-346 i SEQ ID NO: 2.

EKSEMPEL 4

Phospholipase A-aktivitet

Phospholipase A-aktiviteten blev bestemt med sojabenne-lecithin “som
substrat som beskrevet ovenfor ((Nefa-testbaser-assay) ved pH 4,5 og 40 °C.

Fusarium oxysporum-phospholipasen viste signifikant phospholipase A-
aktivitet ved betingelserne, der er beskrevet ovenfor.

EKSEMPEL 5
Aktivitet mod L-a-lysophosphatidylcholin

Phospholipase-aktiviteten blev bestemt emd L-a-lysophosphatidyicholin som
substrat som beskrevet ovenfor ((Nefa-testbaser-assay) ved pH 4,5 og 40 °C.

Fusarium oxysporum-phospholipasen viste signifikant aktivitet mod L-g-
lysophosphatidyicholin ved betingelserne, der er beskrevet ovenfor.

EKSEMPEL 6

Phospholipase-aktivitet i enkeltlags-opseetning

Et enkeltiags-udstyr (nul ordens-niveau, KSV5000, KSV Instruments, Finland)
er blevet anvendt tI maling af forskellige enzymers aktivitet mod
phospholipidet DDPC (didicanoy! (C10)-phosphatidylcholin).
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Pa den grundigt oprensede overflade af en bufferoplesning (10 mM TRIS, pH

8,0, 25 °C) blev et enkeltlag af DDPC spredt fra en chloroform-oplasning. Efter
afspeending af enkeltiaget (fordampning af chloroform) justeres
overfladetrykket til 15 mN/m, som svarer til et gennemsnitligt molekyleareal for
DDPC pa ca. 63 Azlmolekyle. En bufferoplesning (se ovenfor), som indeholder
ca. 60pg enzym, injiceres gennem enkeltiaget ind i underfasen af
reaktionsdelen (cylinder med et areal pA 1520 mm? og et volumen pa 30400

~ mm®) i "nul ordens-niveauet". Enzymatisk aktivitet manifesterer sig ved

hastigheden af en mobil spzemring, som komprimerer enkeltiaget for at
opretholde konstant overfladetryk, efterhanden som  uoplgselige
substratmolekyler hydrolyseres til mere vandopleselige reaktionsprodukter.
Efter at have verificeret, at den vandige oplaselighed af reaktionsprodukteme
(kaprinsyre og DDPC) er betydelig hejere end for DDPC, aestimeres antallet af
DDPC-molekyler, som hydrolyseres pr. minut ved hjaslp af enzymet, ud fra det
gennemsnitlige molekyleareal (MMA) for DDPC.

Resultater

TABEL 2. Enzymers aktivitet mod DDPC i en enkeltlags-opstilling

Enzym Aktivitet?
' ' (nmol/min)
Sigma P9279 (PLA2 fra bigift, 850 U/mg) 1,9
Enzym fra Fusanum oxysporum 2,7
Candida antarctica-B bestanddels-lipase 0
Candida antarctica-A bestanddels-lipase 0
Rekombinant marsvinepancreas-lipase (rGPL) 0.2
Lipolase® (Novo Nordisk A/S) <01

7 Beregnet ud fra reduktion | enkeltlag-areal pr. tidsenhed, induceret ved hjeelp
af tilstedeveerelse af enzym.

"Enzym fra Fusarium oxysporum™ i tabel 2 er en phospholipase ifeige
opfindelsen, der er oprenset sorn beskrevet i eksempel 2.
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Konklusion

Der blev ingen phospholipase-aktivitet pavist for de fleste af enzymeme,
bortset fra lipaser, der er opndet fra marsvinelipase, som viste mindre
phospholipase-aktivitet.

Phospholipasen ifelge opfindelsen, der var opnaet fra Fusarium oxysporum,
viste overraskende hpj signifikant phospholipase-aktivitet.

Folgeligt defineres i den foreliggende opfindelse udtrykket "phospholipase-
aktivitet’, der anvendes heri i forbindelse med en phospholipase ifeige
opfindelsen, som en aktivitet, der i "enkeltlags-phospholipase-assayet”, der er
vist ovenfor, er mindst 0,25 nmol/minut, enzymdosis: 60 pg; mere fortrinsvis
mindst 0,40 nmolU/minut, enzymdosis: 60pg; mere fortrinsvis mindst
0,75 nmol/minut, enzymdosis: 60 pg; mere fortrinsvis mindst 1,0 nmol/minut,
enzymdosis: 60 pg; mere fortrinsvis mindst 1,25 nmol/minut, enzymdosis:
60 pg; og endnu mere fortrinsvis mindst 1,5 nmol/minut, enzymdosis: 60 pg.
Udtrykket "lipase med phospholipase-sideaktivitet” defineres feigeligt som en
lipase med phospholipase-sideaktivitet, hvor phospholipase-sideaktiviteten i
"enkeltlags-phospholipase-assayet”, der er.vist i eksempel 6, er mindre end de
ovenfor naevnte tal, der specificerer phospholipase-aktivitet.

Et eksempel pa en lipase med phospholipase-sideaktivitet ifelge definitionerne
heri er marsvine-lipasen, der er vist i tabel 2 ovenfor. Naevnte marsvine-lipase
har en phospholipase-sideaktivitet i "enkeltlags-phospholipase-assayet”, der er
mindre end 0,25 nmol/minut, enzymdosis: 60 ug.

EKSEMPEL 7

Kloning og ekspression af en phospholipase fra_Fusarium oxysporum DSM
2672

Kloning og ekspressibn blev udfert ved anvendelse af ekspressionskloning-i-
geer-teknikken som beskrevet ovenfor,

mRNA blev isoleret fra Fusanum oxysporum DSM 2672, der var dyrket som
beskrevet ovenfor, herunder bevaegelse for at sikre tilstraekkelig ilttifersel.
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Mycelia blev hestet efter 3-5 dages vaekst, straks nedfrosset i vaeskeformig
nitrogen og opbevaret ved -80 °C. Et bibliotek fra Fusanum oxysporum DSM
2672, som bestod af ca. 9 x 10° individuelle kloner, blev konstrueret i E. coli
som beskrevet med en vektorbaggrund pa 1 %. Plasmid-DNA fra nogle af
pulierne blev transformeret ind i geer, og der opnadedes 50-100 skale, som
indeholdt 250-400 gaerkolonier, fra hver pulje.

Phospholipase-positive kolonier blev identificeret og isoleret i substratskale (se
ovenfor). cDNA-inserts blev amplificeret direkte fra gaerkolonieme og
karakteriseret som beskrevet i Materialer og metoder-afsnittet ovenfor. DNA-
sekvensen for cONA'et, der koder for phospholipasen, er visti SEQ ID NO: 1,
og den tilsvarende aminosyresekvens er vist i SEQ ID NO: 2. | SEQ ID NO: 1
definerer DNA-nukleotiderne fra nr. 23 til nr. 1060 det phospholipase-kodende
omrade. Den del af DNA-sekvensen i SEQ ID NO: 1, som koder for den
modne del af phospholipasen, omfatter positionermne 113 til 1060, der svarer til
aminosyrepositioneme 31-346 i SEQ ID NO: 2.

cDNA'et er opnaeligt fra plasmidet i DSM 11299.

Totalt DNA blev isoleret fra en gaerkoloni, og plasmid-DNA blev indvundet ved
hjeelp af transformation af E. coli som beskrevet ovenfor. For at udtrykke
phospholipasen i Aspergillus blev DNA'et fordgjet med passende
restriktionsenzymer og sterrelsesfraktioneret pa gel, og et fragment, som
svarede til phospholipasegenet, biev oprenset. Genet blev efterfelgende ligeret
tii pHD414 og fordejet med passende restriktionsenzymer til opnaelse af
plasmidet pA2PH10.

Efter amplifikation af DNA'et | E. coli blev plasmidet transformeret ind i
Aspergillus oryzae som beskrevet ovenfor.

Test af A. oggae—transformanter

Hver af transformanteme blev testet for enzymaktivitet som beskrevet ovenfor.
Nogle af transformanterne havde en phospholipase-aktivitet, som var
signifikant hegjere end Aspergillus oryzae-baggrunden. Dette viser effektiv
ekspression af phospholipasen i Aspergillus oryzae.

NZAS-0007511



10

15

20

25

30

35

DK/EP 0869167 T3

67

EKSEMPEL 8

Rekombinant ekspression af en Fusarium oxysporum-phospholipase

En A oryzae-transforrnant, som omfattede Aspergillus-ekspressionsvektoren
pA2PH10 (se eksempel 7), blev tilfarsels-batchfermenteret som beskrevet
ovenfor. Oprensning af den rekombinant producerede F. oxysporum-
phospholipase blev udfert som beskrevet i eksempel 2.

EKSEMPEL 9

Karakterisering af en rekombinant udtrykt og oprenset phospholipase, der er
opnaet fra Fusarium oxysporum

Karakteriseringén blev udfert pd en rekombinant udtrykt og efterfeigende
oprenset Fusarnum oxysporum-phospholipase (se eksempel 8).

Disse karakteriseringsresultater med hensyn til den rekombinante F.
oxysporum-phospholipase ifelge opfindelsen svarer perfekt overens med
karakteriseringsresultaterne, der er vist i eksempel 3, hvor det blev vist, at det
rekombinant udtrykte og oprensede enzym var det samme som den ikke-
rekombinant udtrykte og oprensede phospholipase, der blev karakteriseret |
eksempel 3.

Generelle assays, som_anvendes il at karakterisere en rekombinant
produceret phospholipase, der er opnaet fra F. oxysporum

Phospholipase-assays

Phospholipase-aktivitet (PHLU) blev malt som frigerelsen af fri fedtsyrer fra
lecithin. 50 pl 4 % L-a- phosphatidyicholin (plante-lecithin fra Avanti, USA), 45
% Triton X-100, 5 mM CacCl; i 50 mM HEPES, pH 7, blev tilsat, 50 ul enzym-
oplesning, som var fortyndet til en passende koncentration i 50 mM HEPES,
pH 7. Preverne blev inkuberet i 10 minutter ved 30 °C, og reaktionen blev
standset ved 95 °C i 5§ minutter fer centrifugering (5 minutter ved 7000 rpm).
Fri fedtsyrer blev besternt ved anvendelse af Nefa C-kittet fra Wako Chemicals
GmbH; 25 pl reaktionsblanding blev tilsat til 250 ul reagens A og inkuberet i 10
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minutter ved 37 °C. Herefter blev 500 pl reagens B tilsat, og preven blev
inkuberet igen, 10 minutter ved 37 °C. Absorptionen ved 550 nm blev malt ved
anvendelse af et HP 8452A dioderaekke-spektrofotometer, Prover blev
analyseret mindst in duplo. Substrat- og enzymblindpraver (forvarmede
enzymprover (10 minutter ved 95 °C) + substrat) blev indbefattet. Oleinsyre
blev anvendt som fed'tsyrestandard. 1 PHLU svarer til den maengde enzym,
der er i stand tit af frigere 1 pmol fri fedtsyre/minut under disse betingelser.

Alternativt blev assayet kert ved 37 °C i 20 mM citratbuffer, pH 5 (Ca®-
afhaengighed) eller 20 mv Britton-Robinson-buffer (pK-
profiltemperaturprofil/stabilitet).

Phospholipase Aft-aktivitet (PLA1) blev méait ved anvendelse af 1-(S-
decanoyl)-2-decanoyl-1-thio-sn-glycero-3-phosphocholin  (D3761 Molecular
Probes) som substrat. 190 pl substrat (100 ul D3761 (2 mg/ml i ethanol) +
50 pl 1 % Triton X-100 + 1,85 ml 50 mM HEPES, 0,3 mM DTNB, 2 mM CaCl,,
PH 7) i en 200 pl-kuvette blev tilsat 10 pl enzym, og absorptionen ved 410 nm
blev malt som funktion af tiden p& HP 8452A-dioderaeskke-spektrofotometeret
ved stuetemperatur. Aktivitet blev beregnet som kurvens hasidning i det
lineaere omrade. PLA1 svarer til den maengde enzym, der er i stand til at
frigere 1 pmol fri fedtsyre (thiol)/minut ved disse betingelser.

Phospholipase A2-aktivitet (PLA2) blev mait ved 40 °C ved anvendelse af 1-
hexadecanoyl-2-(1-pyrendecanoyl)-sn-glycero-3-phosphocholin (H361
Molecular Probes). 2 mi substrat (50 pl 1 % Triton X-100 + 25 pl 0,1 % H361i
methanol + 10 ml 50 mM HEPES, pH 7) i en 2 mi-kuvette med omrering blev
tilsat 10 ul enzym, og pyren-fluorescens-emissionen blev malt ved 376 nm
(excitation ved 340 nm) som funktion af tiden (1 sekund-intervaller) ved
anvendelse af Perkin Elmer LS50-apparatet. | Triton X-100/phospholipid-

“micellemne blev koncentrationen af phospholipid justeret til at have excimer-

dannelse (emitterer ved 480 nm). Ved spaltning frigeres fedtsyren i 2-
positionen, som indeholder pyrengruppen, til vandfasen, hvikket resulterer i en
stigning i monomer-emissionen. PLA2 blev beregnet som haldningen af
kurven i det linezere omrade ved tilsvarende betingelser.

Lipase-assays
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Lipase-aktivitet (LU) blev malt ifelge Novo Nordisk publikation AF 95,
Hydrolysen af -tributyrin ved 30°C og pH 7 blev efterfulgt af et pH-stat-
titreringsforseg. 1 LU svarer til den mangde enzym, der er i stand til at frigare
1 pmol smarsyre/minut under standardbetingelser.

Aktivitet pa olivenolie (SLU) blev méalt som feiger: 12 ml 5 mM Tris-HC!, 40 mM
NaCl, 5 mM CaCl, pH 9, blev tilsat til 2,5 m! Sigma Lipase-substrat. pH blev
justeret til pH 9 eller lige under for tilseetning af 0,5 mi lipase-oplesning
(fortyndet i buffer) og udfersel af et pH-stat-titreringsassay ved 30 °C ved
anvendelse af Titralab, som er kommercielt tilgeengeligt fra Radiometer A/S,
Kebenhavn, Danmark. 1 SLU svarer til den maengde enzym, der er i stand til
at frigere 1 pmol fri fedtsyre/minut ved pH 9, 30 °C.

Karakterisering af en rekombinant fremstillet F. oxysporum-phospholipase
ifelge opfindelsen

Assayene, som blev anvendt til karakterisering af enzymeme, der er naevnt
nedenfor, var assayene, der er beskrevet umiddelbart ovenfor.

Enzymer

PL fra Fusarium oxysporum med aminosyresekvensen, der er vist i SEQ ID
NO: 2.

Batch F-9700989, ODgg, 0,83 (0,69 mg/mi), renhed > 95 % (SDS-PAGE).
Enzymet blev rekombinant udtrykt og oprenset som beskrevet ovenfor.
Lecitase™ Batch L546-F06 (10368 1U/ml, ca. 20 mg/mi). Lipolase® (Novo
Nordisk A/S).

Ca’"s indflydelse pa phospholipase-aktiviteten hos F. oxysporum-lipase-
phospholipase biev undersegt. Der observeredes ingen sterre forskel, uanset
om EDTA eller Ca®* var indbefattet i assayet eller ej (se tabel 3 nedenfor), og
-enzymet synes séledes at vaere relativt uatheengigt af Ca®".

TABEL 3. F._ oxysporum-phospholipase-aktivitets (PHLU) athaengighed af
EDTA og CaCl, - 2 % lecithin, 2 % Triton X-100, 20 mM citrat, pH 5 ved 37 °C

5mM 10mM
EDTA | CaCl, CaCl, CacCl;
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"Relativ
aktivitet'

1,05

1,10

0,90

0,90 0.89

! Relativ aktivitet er i forhold til aktiviteten ved 1 mM CaCl,, der er normaliseret

til 1.

pH-profilen blev undersegt i Britton-Robinson-buffer ved anvendelse af plante-
lecithin som substrat (tabe! 4). Selvom enzymet viser en alkalisk pH-profil pa
phospholipid med et optimum ved PH 9 eller hejere, er aktiviteten stadig
tilstraekkelig hej til tilvejebringelse af degummering af olier ved lavt pH og
anvendelse ved bagning (se nedenfor for en sammenligning af specifikke

aktiviteter).
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TABEL 4. Fusanium oxysporum-phospholipases pH-profil, 2 % lecithin, 2 %

Triton X-100, 20 mM BR, 37 °C
pH3 | pH4 | pHS5 | pH6 | pH7 pH8 | pH9

Relativ 008 | 012 | 0,16 | 0,28 | 0,52 | 0,78 | 1,00
aktivitet'

! Relativ aktivitet er i forhold til aktiviteten ved pH 9, der er normaliseret til 1.

Temperaturprofiler for phospholipasen opndedes ved pH 5; aktiviteten
begynder at falde ved temperaturer over 40 °C (tabel 5). Dette er i rimelig
overensstemmelse med temperaturstabiliteten, der males ved praeinkubering
af enzymet og efterfelgende maling af residual-aktivitet (tabel 6), hvor enzymet
er stabilt ved temperaturer op til 45 °C ved pH 5.

TABEL 5. F. oxysporum-phospholipase's temperaturprofil, 2 % lecithin, 2 %
Triton X-100, 20 mM BR

[ ——————
30°C | 40°C | 45°C | 50°C | 55°C
pH 5 085 | 100 | 067 | 038 | 013

Alie data er vist som relative aktivitetsdata i forhold til aktiviteten ved pH 5,
40 °C, der er normaliseret til 1.

JABEL 6. Fusarnum _oxys, porum-phospholipases temgeraturstabnlute,
raeinkubation 30 minutter i 20 mM BR

5°C 30°C | 40°C | 45°C | 50°C | 55°C

pHS 1,00 0,91 1,03 1,07 0.65 0,00

Alle data er vist som residualaktivitetsdata, hvor aktiviteten efter praeinkubation
ved 5 °C er normaliseret il 1. :

Enzymets lave stabilitet kan veere fordelagtig til registrering af et eventuelt

produkt som en proceshjeelp, da det aktive enzym ikke ber forventes i
slutproduktet ved hverken degummering af spiseolier eller i bagte produkter.

Phospholipasen, der er opndet fra Fusarium oxysporum ifalge opfindelsen, har
bade phospholipase- og lipase-aktivitet.
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Felgeligt blev enzymets aktivitet pa forskellige lipase- og phospholipase-
substrater undersagt og sammenlignet med aktiviteten hos den kommercielt
tilgaengelige phospholipase Lecitase™ og den kommercielt tiigaengelige lipase
Lipolase® (Novo Nordisk A/S).

F. oxysporum-phospholipaseflipasen har hej aktivitet pad bade tributyrin og
olivenolie ved pH 7 og 9 (tabel 7). Til sammenligning er den specifikke aktivitet
hos Lipolase® ca. 5000 LU/mg. Iimidlertid fremviser F. oxysporum-lipasen i
modsastning til Lipolase® en meget bredere specificitet med betydelig
phospholipase-aktivitet og ogsa thioesterase-aktivitet (se enkeltiags-eksempel
6 ovenfor, som viser, at Lipolase® ikke har en malbar phospholipase-aktivitet).

F. oxysporum-phospholipaseflipasen ifgige opfindelsen har en specifik aktivitet
pa lecithin, som er betydelig hgjere end den hos phospholipasen Lecitase™
(svinepancreas-PLA2) ved pH 7 (tabel 7).

Sammenlignet med Lecitase™ har F. oxysporum-enzymet en 100 gange
hejere aktivitet ved pH 7. Phospholipase:lipase-forhoidet for F. oxysporum-
enzymet er ca.. 0225 (1000LU/mg/225 PHLU/mg) under tilsvarende
betingelser (pH 7 og 30 °C).

TABEL 7. F. oxysporum-lipase/phospholipasens aktivitet - sammenligning med
Lecitase™ :

Enzym LU/mg | PLUYmg | PHLU/mg | SLU/mg | PLA1/mg
F. oxysporum 1000 73 225 3090 2,04
Lecitase™ <0,25 25 1,2-3,2 0.6 0

'PLU blev mélt i lighed med PHLU men i 20 mM citrat, pH 5 og ved 37 °C i
stedet for 50 mM HEPES, pH 7 ved 30 °C.

F. oxysporum-lipase/phospholipasens specificitet blev undersegt ved
anvendelse af substrater, der er specifikke for phospholipase A1, ved maling
af spaltningen af thioester-bindingen i 1-positionen i 1-(S-decanoyl)-2-
decanoyl-1-thio-sn-glycero-3-phosphocholin.

Enzymet hydrolyserer klart 1-positionen i phospholipid (tabel 7), mens
Lecitase™ (svinepancreas-PLA2) som forventet ikke viste aktivitet pa dette
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substrat.
C-terminal aminosyresekvens for Fusarium oxysporum-phospholipasen ifalge
opfindelsen

Den N-terminale aminosyresekvens for det rekombinant udirykte modne
phospholipase-protein blev bestemt som beskrevet i eksempel 3, og det blev
fastslaet, at denne N-terminale sekvens var den samme som bestemt for det
ikke-rekombinant dannede og oprensede enzym (se eksempel 3).

MALDI-TOF-massespektrometri blev udfart ved anvendelse af et VG TofSpec-
massespektrometer (Micromass, Manchester, UK) som beskrevet i Christgau
et al., Biochem. J. 319:705-712, 1996.

Baggrund

Den N-terminale aminosyresekvens for Fusarium oxysporum-phospholipasen,
som er udledt fra DNA-sekvensen, forudser i kombination med den kendte N-
terminale aminosyresekvens for den modne phospholipase et protein pa 315
aminosyrerester (aminosyreme 31-346 i SEQ ID NO: 2). Den teoretiske masse
for dette udledte protein er 33.256,8 Da.

Ved anvendelse af MALDI-TOF-massespektrometri har vi tidligere bestemt
massen af den native lipase/phospholipase fra F. oxysporum til at vaere 28,2
kDa (data ikke vist), og pa SDS-PAGE viste det sig, at molekylevaegten er 29-
30 kDa (se ovenfor).

Da de N-terminale sekvenser for den native og den rekombinante F.
oxysporum-lipase er identiske, er det sandsynligt, at masseforskellen, som ses
mellem den udledte masse og den eksperimentelle masse, er forarsaget af C-
terminal processering.

For at undersege dette. har vi isoleret det C-terminale peptid fra den

rekombinante F. oxysporum-lipase, som er udtrykt i A. oryzae, og sekventeret
det gennem dets C-terminal.
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Strateqi

Den gennemsnitige masse for den native lipase/phospholipase fra F.
oxysporum pa 28,2 kDa kan anvendes til at forudsige den mest sandsynlige C-
terminale rest, som viser sig at vaere Ser303 (SEQ ID NO: 2).

Denne forudsigelse er baseret pd den formodning, at enzymet er ikke-
glycosyleret. Det enkelte potentielle N-glycosyleringssite, som findes i
sekvensen i Asn163, anvendes sandsynligvis ikke, da der findes en Pro-rest |
position 164. Tilstedevaerelsen af en Pro-rest i den anden rest |
konsensussekvensen for N-glycosylering (Asn-Xaa-Sen/T hr) er aldrig blevet
rapporteret. Endvidere tyder formen af toppen i massespekiret ikke pa
glycosylering. Toppen er imidlertid bredere, end man saedvanligvis oplever for
homogene proteiner, hvilket indikerer muligheden for sterrelsesheterogenitet.
Da enzymets N-terminal er veldefineret, er storrelsesheterogeniteten mest
sandsynligt fordrsaget af heterogen C-terminal processering.

En gennemgang af SEQ ID NO: 2 (se nedenfor) viser, at den udledte C-
terminal er placeret taet pad den sidste af de 8 Cys-rester | sekvensen.

Indforelse af en radioaktiv tag pa Cys-resterne ger peptidemne, der indeholder

Cys-rester, lette at spore gennem peptidoprensning. En kombination af den
radioaktive tagging med proteolytisk degradering ved anvendelse af Asp-N-
proteasen, som spalter foran Asp-rester, vil resultere i et tagget C-terminalt
peptid. Endvidere vil tre indre peptider blive tagget. Sekventering af alle -
taggede peptider vil afslere enzymets C-terminal.
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U U U
31 AVGVITTDFS NFKFYIQHGA AAYCNSEAAR GSKITCSNNG CPTVQGNGAT 80

Y
81 IVTSFVGSKT GIGGYVATDS ARKEIVVSFR GSINIRNWLT NLDFGQEDCS 130

Y ()
131 LVSGCGVHSG FQRAWNEISS QATAAVASAR KANPSPNVIS TGHSLGGAVA 180

181 VLAAANLRVG GTPVDIYTYG SPRVGNAQLS AFVSNQAGGE YRVTHADDPV 230

. $ 4
231 PRLPPLIFGY RHTTPEFWLS GGGGDKVOYT ISDVKVCEGA ANLGCNGGTL 280

281 GLDIARHLHY FQATDACNAG GFSWRRYRSA ESVDKRATMT DAELEKKLNS 330
T

331 YVOMDKEYVK NNQARS 346

SEQ ID NO:2: Udledt aminosyresekvens for F. oxysporum-
lipase/phospholipasen.

Sekvensen er udledt fra DNA-sekvensen og starter i N-terminalen, som er
bestemt eksperimentelt for bade det native og det rekombinante enzym. De 8
Cys-rester er vist med U, mens den C-terminale Ser-rest, som er ud!edt_ ved
hjeelp af MALDI-TOF-massespektrometri af det native enzym, er vist med 1.
Asn-resten, som findes i konsensussekvensen for N-glycosylering (NXS/T) er
vist med (0), men benyttes efter al sandsynlighed ikke, da X er en Pro-rest.

Forsegsresultater

Enzymet var PL fra Fusarium oxysporum med aminosyresekvensen, der er
vist i SEQ ID NO: 2.

Batch-F-8700989, OD.s = 0,83 (0,69 mg/ml), renhed > 95 % (SDS-PAGE).

NZAS-0007520



10

15

20

DK/EP 0869167 T3

76

Enzymet blev udtrykt rekombinant og oprenset som beskrevet ovenfor.

Enzymet blev denatureret og disulfidbindingeme blev reduceret, for
thiolgruppeme blev reageret med I-[1-'*C}-CH,CONH,.

Efter den radioaktive tagging af Cys-resteme blev lipasen degraderet ved
anvendelse af Asp-N-proteasen.

De dannede peptider blev fraktioneret ved anvendelse af modfase-HPLC. De
opsamlede fraktioner blev udsat for MALDI-TOF-massespektrometri og
scintillationsteeliing. Fraktioner, som indeholdt betydelige meengder af
radioaktivitet, blev valgt til fomyet oprenset ved anvendelse af modfase-HPLC.

De pany oprensede fraktioner blev udsat for scintillationstzelling, og
fraktionerne, som indeholdt radioaktivitet, blev efterfelgende sekventeret.

Nedenfor er vist en oversigt over resultateme. Dette skema kan se kaotisk ud
pa grund af de mange anfarte sekvenser. Skemaet indeholder imidlertid al den
sekvensdata, der er opnet fra de radioaktive fraktioner, og udger derfor
grundlaget for de dragede konklusioner. Det skal bemzerkes, at alle Cys-rester
er daskket ved sekventeringen, de fleste af dem mere end en gang. En anden
ting at bemaerke er, at de afvigende spaltninger, som ses, resulterer i et stort
antal sma radioaktivt maerkede beptider.
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U U
NG CPT
WNG CPTVQ

csn

csmic cp

CSNNG CPTV

CNSEAAA GSXI

31 AVGVITTDPS NFKPYIQHGA AAYCNSEAAA GSKITCSNNG CPTVQGNGAT 80

U
bCcs
Dcs

81 IVTSFVGSKT GIGGYVATDS ARKEIVVSFR CSINIRNWLT NLDFGQEDCS 130

)
LVSGC-
LVSGCGVRSG FORAW .
131 LVSGCGVHSG FQRAWNEISS QATAAVASAR KANPSFNVIS TGHSLGGAVA 180

151 VLAAANLRYG GTPVDIYTYG SPRVGRAQLS AFVSNQAGGE YRVTHADDPV 230

U v
DVKVCEG
DVKVCEGA ANLGCNGGTL
- DVKVCEGA ANLGCNGGTL
231 PRLPPLIFGY RNITPEFWLS GGGGDXVOYT ISOVKVCEGA ANLGCNGGTL 280

U
DACNAG GFS
GL TDACKAG GF e T
281 GLDIMMHINY PQATDACNAG GPSWRRYRSA ESVDKRATMT DAELEXKLNS 330

t

31 YVQMDKEYVK NNQARS e

NZAS-0007522




10

15

20

25

30

35

DK/EP 0869167 T3

78

Aminosyresekvenserne, der er opndet ved hjzelp af sekventering af de
radioaktivt taggede peptider, stammede fra rekombinant F. oxysporum-enzym.
Sekvenseme er parallelopstillet med aminosyresekvensen, der er udledt fra
DNA-sekvensen. De 8 Cys-rester er vist med U, mens den C-terminale Ser-
rest, der er udledt ved hjzelp af MALDI-TOF-massespektrometri af det native
enzym, er vist med 1.

Forsegskonklusion

Ud fra sekventeringen af alle de radioaktivt taggede peptider er det klart, at
den C-terminale del af aminosyresekvensen, der kodes i DNA'et, processeres
under ekspressionen af lipasen fra F. oxysporum. Peptidsekvenserne peger
pé Ser303 som den mest sandsynlige C-terminale rest i det modne enzym i
overensstemmelse med resultatet fra MALDI-TOF-massespektrometri.

Pa basis af dataene kan det imidlertid ikke udelukkes, at der finder differentie!
C-terminal processering sted, som farer til heterogene C-termini, for eksempel
tyder ét peptid pa, at Phe272 ogsa kan findes som en C-terminal rest.

EKSEMPEL 10

Generel beskrivelse af assay for enzymatisk deqummering af spiseolie
Udstyr til udferelse af enzymatisk deqummering

Udstyret bestar af en 1 I-kappebeklasdt stalreaktor, som er udstyret med et
stilldg, en skrue (600 rpm), skemme, en temperaturfaler, et indigbsrar i
toppen, en tilbagelsbskeler (4 °C) i toppen og et udiebsrer i bunden.
Reaktorkappen er forbundet med et termostatbad. Udlsbsreret er ved hjeelp af
silikoneslanger forbundet til et Silverson-i linie-blandehoved, der er udstyret
med en "firkantet hul- hej shearing-skaerm”, som styres af en Silverson L4RT-
hej shearing-lab-blander (8500 rpm, flow ca. 1 1 Uminut). Blandehovedet er
udstyret med en keleslange (5-10 °C) og et udiebsrer, der via silikoneslanger
er forbundet med reaktorens indigbsrer. En temperaturfoler er indsat i
silikoneslangen umiddelbart efter blandehovedet. Den eneste forbindelse fra
reaktor/blandehoved-systemet til atmosfaeren er gennem tilbagelebskeleren.

———————— e ———— C—— . JE— - ———— -

NZAS-0007523



10

15

20

25

30

DK/EP 0869167 T3

79

Generel procedure til udferelse af enzymatisk deqummering

Alt kele- og termostatudstyr taendes. Herefter indferes 0,6 | (ca. 560 g) olie i
reaktoren, som holdes pa ca. den temperatur, der er nedvendig for det
specifikke forseg. Lab-blanderen teendes, hvorved olien starter med at
cirkulere fra reaktoren il blandehovedet og tilbage til reaktoren. Systemet far
mulighed for at aekvilibrere i ca. 10 minutter, i lebet af hvilket tidsrum
temperaturen finindstiles. Forbehandlingsperioden starter med tilszetning af
0.6 g (2,86 mmol) citronsyremonohydrat i 27 g MilliQ-vand (tilsat vand vs. olie
= 4,8 % (vaegtivaegt; [citronsyre] i vandfase = 106 mM, i vand/olie-emulsion =
4,6 mM), hvikket saetter t = 0. Til t = 30 minutter tilseettes en passende
maengde af en 4 M NaOH-oplasning.

0,0 aekviv. 4 M NaOH >pH37
1,0 akviv. 4 MNaOH (0,74 ml) ->pH45
1,5 aekviv. 4 M NaOH (1,07 ml) ->pH 5,0
2,0 ekviv. 4 MNaOH (1,43 ml) ->pH 55
2,5 aekviv. 4 M NaOH (1,79 ml)  ->pH 6,2
3,0 zekviv. 4 M NaOH (2,14 ml)  -> pH 8,0

Til t = 35 minutter udtages prever ti P-analyse og pH-bestemmelse.
Umiddelbart herefter tilszttes den nedvendige meengde af enzym-oplesning
(slut pa forbehandlingsperiode). Prever tii P-analyse og pH-stemmelse
udtages tilt= 1, 2, 3,5, 5, 6 timer, og herefter standses reaktionen.

Reaktor/blande-systemet temmes og vaskes med 2 x 500ml 10%
Deconex/Di-vandoplesning efterfulgt af minimum 3 x 500 mi Di-vand. Tabel 8
viser en oversigt over de forskellige tilseetninger og prevetagninger under
reaktionen.
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TABEL 8. Plan for enzymatisk degummering
Tid Tilsaetning af Prevetagning
P-analyse pH-bestemmelse
X
0 Citronsyre
S min. X
30 min. X X
30 + & min. NaOH
35 min. X X
-35 + 6 min. Enzym
1 time ” X X
2 timer X X
13,5 timer X X
5 timer X X
6 timer X X

Phosphor-analyse

Pravetagning til P-analyse:

Anbring 10 ml vand-i-olie-emuilsion i et glascentrifugerar. Opvarm emulsionen i
et kogende vandbad i 30 minutter. Centrifuger ved 5000 rpm i 10 minutter.
Overfor ca. 8 ml af den everste (olie) fase til et 12 mi-polystyrenrer og lad det
sta (til bundfaeldning) i 12-24 timer. Efter bundfasldning udtag ca. 1-2 g fra den
overste klare fase til P-analyse.

P-analyse blev udfert i overensstemmelse med procedure 2.421 i "Standard
Methods for the Analysis of Oils, Fats, and Derivatives, 7th ed. (1987)";

Afvej 100 mg MgO (leicht, Merck nr. 5862) i en porcelaenskal og opvarm med
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en gasbraender. Tilsaet 1-2 g olie og antsend med en gasbraender til opnaelse
af en sort, hard masse. Opvarm i en Vecstar-ovn ved 850 °C i 2 timer til
opnaelse af hvid aske. Oples asken i 5 ml 6 M HNO, og tilsat 20 ml
reagensblanding. Henszet i 20 minutter. Mal absorbans ved 460 nm (anvend
en blank (5 ml HNO; + 20 ml reagensblanding) til nuljustering). Beregn ved
anvendelse af kalibreringskurve.

pH-bestemmelse

Udtag 2 ml vand-i-olie-emulsion og bland med 2 m! MiliQ-vand. Efter
faseseparering afpipetter det overste olielag. Mal pH i vandfase med pH-
elektrode Orion. Malinger omregnes til "reelle” pH-vaerdier ved hjaelp af
formlen:

PHreel = PHman - 0,38.

En kalibreringskurve opnaedes ved hjmlp af oplesning af 0,6 g
citronsyremonohydrat i 27 g Dl-vand, pH i denne oplasning blev malt ved
hjeelp af pH-elektrode Orion (pHyeel). 100 i blev blandet med 2 mi MilliQ-vand,
og pH i denne oplesning blev malt ved hjzelp af pH-elektrode Orion (PHman). pPH
i citronsyre-oplasningen blev aendret gradvist ved hjzelp af tilsaetning af NaOH-
oplasning, og for hver justering blev fortynding og pH-mdlinger udfert som
beskrevet ovenfor.

EKSEMPEL 11

Optimale deqummeringsbetingelser for Lecitase™

Alle forseg vedrerende degummering af spiseolie blev udfert som beskrevet i
eksempel 10.

Olie:

Vanddegummeret rapsfreolie (Colzro) fra Aarhus Oliefabrik, Danmark.

Batch C00730/B01200, 9 kg, P-indhold 186 ppm (0,47 % phosphatid).

Olien er ikke et kommercielt tilgeengeligt produkt, men er taget direkte fra
produktionsfinien pa melien.
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Enzym:
Lecitase™ 10L.

Batch L646-F02 (10190 U/ml), aestimeret koncentration 20 mg/ml.

De specifikke betingelser for en serie af parameter-optimeringsforseg med
Lecitase™ er vist i tabel 9. Standardbetingelser er: enzymdosis 535 U/kg olie
(1,1 mg/kg olie), 60 °C, 2,0 aekviv. NaOH (pH 5,5). Enzymdosen er varieret fra
268-1070 U/kg olie, temperaturen er varieret fra 40-70 °C, og NaOH-tilszetning
er varieret fra 1,0-3,0 aekviv. svarende til de forskellige pH-niveauer som vist i
tabel 9.

TABEL 9. Specifikke betingelser for Lecitase™-o timeri

For- Rapsfreolie Temp. | Akv. pH- Enzymdosis
seg 4 (°C) [ NaOH| niveau - (U/kg olie)
10 Colzro 1200 60 °C 2,0 5,6 0 (blind)
21 Colzro 1208 60 °C 0.0 3,7 0 (blind)
8 Colzro 1200 60 °C 2,0 55 535

9 Colzro 1200 | 60°C 2,0 55 535

1 Colzro 1200 60 °C 2,0 55 268

12 Colzro 1200 60°C 2,0 55 1070
15 Colzro 1200 70°C 2,0 55 535

17 Colzro 1200 | 50 °C 2,0 5,5 535

18 Colzro 1200 40°C 2,0 5,5 | 535

19 Colzro 1200 | 60°C | 1,0 45 535
40 Colzro 1209 60 °C 1,5 50 5§35
44 Colzro 1429 60 °C 25 7.0 535
26 Colzro 1200 60 °C 30 8,0 535

'pH fra t = 35 minutter - 6 timer. Indenfor dette tidsrum var alle pH-
bestemmelser inden for et smalt interval. Dette illustreres yderligere i
eksempel 13 nedenfor. ’
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En oversigt over de separate optimeringsundersggelser er vist i tabel 10.
Resultaterne | tabel 10 viser:

i) at det af dosis/reaktions-undersegelsen fremgar, at optimal enzymdosis
(ved 60°C og 2,0 aekviv. NaOH) er ca. 535 Ukg olie. Halv dosis oger
degummeringstiden fra ca. 3,5 timer til 6 timer, og tobbelt dosis frembringer
ingen eendring i degummeringsydeevnen. Enzymblindpreve-resultaterne er
indsat til sammenligning,

ii) at optimal NaOH-tilsaetning er ca. 2,0 askviv. (pH ca. 5.5) med darlig
ydeevne ved 1,0 akviv. (pH ca. 4,5) 0g'3,0 akviv. (pH ca. 8),

i) at optimal temperatur er ca. 60 °C, da 70 °C ikke bringer P-niveauet helt

ned, 50 °C eger degummeringstiden fra ca. 3,5 til 6 timer, og 40 °C giver darlig
ydeevne.
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TJABEL _ 10:  Resultater vedrerende optimering _ af  Lecitase™-
degummeringsbetingelser

For- |Tid'0| Tid' | Tid' | Tia' | Tid' | Tia' | Tig' | Tid"
sog 0,50 | 058 | 1,0 | 20 35 | 50 | 60
10 160 | 140 | 116 | 118 | 108 | 109 | 105 | 109
21 178 | 149 - 143 | 142 | 143 | 147 | 154
8 164 | 139 | 117 | 85 30 - 2 3
9 164 | 136 | 109 | 79 14 4 3 4
1 183 | 149 | 123 | 104 | 78 | 35 10 7
12 185 | 131 | 117 | 7 13 3 4 3
15 170 | 139 | 127 | 83 23 10 | 1 9
17 | 162 | 134 | 127 | o5 56 15 11 5
18 176 | 151 | 136 | 100 | 66 28 24 28
19 171 | 139 | 147 | 142 | 142 | 118 91 80
40 184 | 149 | 157 | 126 | 109 | 73 40 30
44 226 | 202 | 197 | 148 | 99 66 40 34
20 165 | 136 | 111 | 102 | 90 81 73 72

1Phosphorindhold (ppm) i oliefase ved angivne tidspunkter i timer.

EKSEMPEL 12

Optimale _degummeringsbetingelser  for _en  Fusanum oxysporum-
phospholipase ifglge opfindelsen

Alle forseg med enzymatisk degummering af spiseolie blev udfert som
beskrevet i eksempel 10.
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Olie:

Vanddegummeret rapsfraolie (Colzro) fra Aarhus Oliefabrik, Danmark.

Batch C00730/B01208, P-indhold ca. 200 ppm

Batch C00730/B01208, P-indhold ca. 200 ppm

Batch C00730/B01429, P-indhold 227 ppm

Batch C00730/B01430, P-indhold 252 ppm

Olierne er ikke kommercielt tilgeengelige, men er taget direkte fra
produktionslinien pa mallen,

Enzym:

PL fra Fusarium oxysporum med aminosyresekvensen, der er vist i SEQ ID
NO: 2.

Batch F-9700123, OD2go = 1,48, renhed ca. 58 %, sestimeret koncentration 0,9
mg/mi.

Enzymet varudt;ykt rekombinant og oprenset som beskrevet ovenfor.

De specifikke betingelser for en serie af parameter-optimeringsforseg med PL
fra Fusarium oxysporum er vist i tabel 11. Standardbetingelser er: enzymdosis
1,8 mg/kg olie, 40 °C, 1,5 aekviv. NaOH (pH ca. 5,0). Enzymdosis er varieret
fra 0,2-1,6 mg/kg olie, temperaturen er varieret fra 30-50 °C, og NaOH-
tilsaetningen er varieret fra 1,0-2,5 eekviv. svarende til de forskellige pH-
niveauer som vist j tabel 11,
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TABEL 11,

For- Rapsfroolie Temp. | A&kv. | pH-niveau Enzymdosis '
seg (°C) | NaOH (mg/kg olie)
31 Colzro 1208 40°C 1,5 5,0 1,6

53 Colzro 1429 40 °C 15 53 1,6

33 Colzro 1209 40°C 1.5 5,0 0.8

35 Colaro 1209 40 °C 1,5 5,0 04

36 Colzro 1209 40°C 1,5 5,0 0,2

38 Colzro 1209 50 °C 15 5,0 1,6

64 Colzro 1430 45°C 1.5 5,0 16

39 Colzro 1209 | 30°C 15 5,0 1,6

32 Colzro 1209 40 °C 1,0 3,5 1,6

13 Colzro 1200 40 °C 1,0 4,5 1.6

45 Colzro 1429 40 °C 1,256 5,0 16

46 Colzro 1429 | 40°C | 1,75 5,5 186

34 Colzro 1209 40 °C 20 5.5 1,6

37 Colzro 1209 40°C 25 6.2 1,6

Forsegsresultaterne er vist i tabel 12 nedenfor. pH-afgivelserne i tidsvinduet 35
minutter - 6 timer faldt alle inden for de forventede intervaller med kun mindre
uregelmaessigheder.

Sammenfattet viser resultatemne i tabel 12 nedenfor:

i) at det af dosis/reaktions-testene fremgar, at den optimale enzymdosis
(ved 40 °C og 1,5 aekviv. NaOH) er ca. 0,8 mg/kg olie,

i) at optimal NaOH—tilsatning er ca. 1,5 =ekviv. (pH ca. 5,0) med ingen
ydeevne ved 1,0 aekviv. (pH ca. 4,5), med begraenset ydeevne ved 2,0 aekviv.
(pH ca. 5,5) og 2,5 aekviv. (pH ca. 6,2), og

0 oy Gy <2
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iii)  at den optimale temperatur er ca. 45°C, og 50 °C giver begreenset

ydeevne.

TABEL 12: Resultater vedrerende optimering af Fusarium oxysporum-

dgummeringsbeﬁn elser

For- |Tid'0o | md' | Tid' | Tid' | Tid' | Tid' | Tid' | Tid®
s2g 050 | 058 | 10 | 20 | 35 | 50 | 60
31 169 | 130 | 136 | 15 8 7 8 7
53 232 | 203 | 208 | 32 10 7 7 4
33 188 | 156 | 160 | 27 7 6 6 8
35 181 | 153 | 153 | 78 5 5 4 | s
36 187 | 162 | 157 | 117 | 61 32 20 15
38 187 | 149 | 146 | 84 83 68 58 | 55
1 6a 252 | 192 | 201 | 10 4 4 4 4
39 184 | 163 | 158 | 36 7 7 9 9
32 167 | 137 | 165 | 152 | 146 | 151 | 148 | 146
13 170 | 140 | 141 | 140 -| 133 | 126 | 130 | 131
45 221 | 189 | 195 | 161 | 118 | 99 | 82 | o5
46 225 | 187 | 163 | 93 4 7 6 15
34 189 | 174 | 165 | 61 27 25 | 26 19
a7 205 | 168 | 157 |. 88 22 23 | 20 | 21

'Phosphon'ndhold (ppm) i oliefase pa angivne tidspunkter i timer.
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EKSEMPEL 13

Visning af standard-pH-afvigelser under en enzymatisk deqummeringsproces

Tabel 13 nedenfor viser et gennemsnitseksempel for pH-afvigelser under den
enzymatiske degummeringsproces, der udferes som beskrevet i eksempel 10.

Forsggene udferes med Lecitase™. Se eksempel 11 for yderligere detaljer.

TABEL 13: gH-vardier fra t = 35 minutter - 6 timer

Tid (timer) pH pH pH pH
Forseg 8 Forseg 15 Forseg 19 Forseg 20
(2,0 ekv) (2.0 =kv) (1,0 aekv) (3.0 &kv)
0,58 4,97 5,80 445 7,38
1,0 5,82 5,75 4,46 763
20 5,50 5,44 4,57 8,13
35 5,35 5,34 - 8,37
5,0 5,25 5,47 447 . 8,21
6.0 501 | 526 443 8,05

Hvis ikke andet er angivet i eksempleme pad forsog med enzymatisk
degummering, der er beskrevet heri, var standard-pH-afvigelseme i navnte
forseg som vist i tabel 13 ovenfor. '

EKSEMPEL 14

Sammenligning af enzymatisk degummeringskapacitet hos Lecitase™ oq en
phospholipase fra Fusanum oxysporum ifelge opfindelsen

I figur 2 er vist resultateme fra Pl'eme under deres respektive optimale
betingelser, som bestemt | eksempel 11 og 12 ovenfor.

Forsegsbetingelser, der er vist i figur 2:

- -—,—;—:—" T T - B = — o L ) : . ‘_.
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Lecitase™: 60 °C, pH 5,5 (2,0 sekviv. NaOH) og 1 mg enzym/kg olie (ca. 535
V) (forseg nr. 9).

Fusanium oxysporum PL: 40°C, pH 50 (1,5 akviv. NaOH) og 0,8 mg
enzym/kg olie (forseg nr. 33).

Fusarium oxysporum PL. 45°C, pH 5,0 (1,5 ekviv. NaOH) og 1,6 mg
enzym/kg olie (forseg nr. 64).

Tilsyneladende giver PL fra Fusanum oxysporum en meget hurtig
degummeringseffekt sammenlignet med Lecitase™.

PL fra Fusanium ifeilge opfindelsen giver en nzesten total degummering efter
ca. 25 minutters kontakt mellem enzym og olie.

EKSEMPEL 15

Bestemmelse af maengden af ikke-hydrerbare phospholipider, som er til stede
i forskellige typer af spiseolier

Olier:

Rarapsfreclie fra Arhus Oliefabrik (AOM), Danmark.
Batch C00745/B801146, P-indhold 609 ppm.

Denne batch indeholder faste rester.

Rarapsfraoclie fra Scanola (Danmark).
Batch C00745/B01593, P-indhold 315 ppm.

Filtreret rarapsfreolie.

Batch C00745/B01146 filtreret, P-indhold 231 ppm.

Denne olie er Batch C00745/B01146 ovenfor (609 ppm), der er filtreret
gennem et 100 pm Johnsonfilter.

Rarapsfreolie fra Arhus Oliefabrik (AOM), Danmark.
Batch C00745/B01700, P-indhold 459 ppm.

Rapsfraolie fra Lurgi, Tyskland.
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Batch C00932/B1381, P-indhold 148 ppm.

Rasojabenneolie fra Arhus Oliefabrik, Danmark.
Batch C00744/B01145, P-indhold 593 ppm.

Bestemmelse af maengden af ikke-hydrerbare phospholipider, som er til stede
i de forskellige typer af spiseolier, der er vist ovenfor, blev udfert ved hjslp af
forbehandling af olieme ved hjselp af en oplosning, som omfatter
citronsyremonohydrat i vand som beskrevet i eksempel 10 ovenfor.

| korte treek omfatter forbehandlingsprocessen,

i) forbehandiing af spiseolien' ved 60 °C ved hjmlp af tilstning af en
oplesning, som omfatter citronsyremonohydrat i vand (tilsat vand versus olie =
4,8 % vaegtivaegt, [citronsyre] i vandfase = 106 mM, i vand/olie-emulsion = 4,6
mM) i 30 minutter,

ii) overfersel af 10 ml af den forbehandlede vand-i-olie-emulsion til et

- reagensglas,

i)  opvarmmning af emulsionen i et kogende vandbad i 30 minutter,
iv)  centrifugering ved 5000 rpm i 10 minutter,

V) overforsel af ca. 8 mi af den overste (olie) fase til et nyt reagensglas og
henstand til bundfaeldning i 24 timer,

efter bundfeeldning udtag 2 g fra den everste kiare fase til maling af det ikke-
hydrerbare phosphorindhold (ppm) i spiseolien. ppm-veerdien blev bestemt
som beskrevet i eksempel 10 ovenfor.

ifelge denne proces var maengden af ikke-hydrerbare phospholipider, som var
til stede | de forskellige typer af spiseolier, der er vist ovenfor:

rarapsfraolien nr. 1146 fra AOM, der indeholder fast partikelholdigt materiale,
som til dels er ansvarligt for det haje P-niveau (609 ppm), filtrering gennem et
100 pm Johnson-filter gav en kiar olie med et P-indhold pa 231 ppm.

.- .
B e SV R - et ———— .~

.
{
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Forbehandling af raolien og af den filtrerede olie gav et P-niveau pa 140 ppm,
som er et mal for de ikke-hydrerbare phospholipider, som er til stede i olien;

phospholipid-indholdet i en rarapsfreolie fra Scanola blev reduceret fra 315
ppm til ca. 30 ppm ved hjeelp af forbehandling,

phospholipid-indholdet i en rapsfreolie, som var opnaet fra Lurgi (sandsynligvis
vilkarlig blanding af raolie og totalt raffineret olie), blev reduceret til 60 ppm ved
hjeelp af forbehandlingsprocessen,

forbehandling rarapsfraolie nr. 1710 fra AOM reducerede P-indholdet fra 459

til 200-250 ppm,

ved rasojabenneolie nr. 1145 fra AOM reducerede forbehandling P-niveauet
fra 593 til 10 ppm. Denne sojabanneolie er et eksempel pa en olie, der kan
degummeres ved hjelp af vanddegummering/citrat-behandling alene.
Enzymtilszetning til denne rasojabenneolie efter forbehandling reducerede ikke
P-indholdet yderigere.
\

Disse data viser, at phospholipid-sammensaetningen (hydrerbart vs. ikke-
hydrerbart phospholipid) i rdrapsfreolie varierer meget fra én batch til en
anden, og folgeligt vil niveauet af resterende phospholipid i vanddegummeret
rapsfreolie variere over et bredt interval (30 ppm (Scanola) tit 200-250 ppm
(AOM)).

Til enzymatisk degummering atheenger den optimale enzymdosis af maengden
af ikke-hydrerbart phospholnpld som er til stede efler degummering eller
forbehandling.

Endvidere geelder det, at jo hejere maengde af ikke-hydrerbart phospholipid,
der er til stede i olien, jo mere anvendelig er den enzymatiske
degummeringsmetode. ' '

Dette illustreres ogsa i eksempel 16 nedenfor, hvor den foreliggende
opfindelse viser enzymatisk degummering af rarapsfreolie nr. 1146, som har et
ikke-hydrerbart phospholipid-niveau pa ca. 140 ppm.
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EKSEMPEL 16

Deqummering af rarapsfre-spiseolie (1)

Forsag A og B blev udfert ifeilge "Generel procedure til udferelse af

enzymatisk degummering” som beskrevet i eksempel 10 ovenfor.

Olie: :

Rarapsfraolie fra Aarhus Oliefabrik (AOM), Danmark.
Batch C00745/B01146, P-indhold 609 ppm.

Denne batch indeholder faste rester.

Enzym:
Lecitase™ 10 L.
Batch L646-F02 (10190 U/ml), aestimeret koncentration 20 mg/ml.

PL fra Fusanum oxysporum med aminosyresekvensen, der er vist | SEQ ID
NO: 2.

Batch F-9700123, OD2g = 1,48, renhed ca. 58 %, aestimeret koncentration 0,9
mg/ml.

Enzymet var rekombinant udtrykt og oprenset som beskrevet ovenfor.

Forsgq A (reference)

0,6 | (580 g) rarapsfreolie tilferes udstyret og opvarmes tit 60 °C. Til t = 30
minutter tilseettes 1,43 ml (5,7 mmol) 4 M NaOH-oplasning, som giver en pH
pa ca. 5,6. Til t = 35 minutter tilsaettes 30 pl (300 U) Lecitase™ 10L (som er
leveret af Novo Nordisk A/S). Det malte phosphorindhold i oliefasen efter

* centrifugering savel som pH-veerdieme i vandfasen er vist i tabel 14.
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Tid Phosphorindhold i pH
(timer) oliefase
0 609
0,50 155 48
0,58 146 5.6
1,0 127 5,6
20 88 5,7
. 35 61 57
5,0 44 5,6
6,0 s 5.8

Forseq B

- 0,6 1 (581 g) rarapsfreolie tifferes udstyret og opvarmes til 40 °C. Til t = 30

minutter tilsaeties 1,07 ml (4,3 mmol) 4 M NaOH-oplesning, som giver en pH
pa ca. 54. Til t = 35 minutter tilsaettes 1 ml (0,9 mg) af en oprenset oplasning
(eksempel 2) af phospholipase fra F. oxysporum. Det malte phosphorindhold i
oliefasen efter centrifugering savel som pH-vaerdierne i vandfasen er vist i

tabel 15.
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TABEL 15. Resultater fra_deqummering af rarapsfraolie med phospholipase

fra F. oxysporum
Tid Phosphorindhold i pH
(timer) oliefase
0 609
0,50 : 155 4,9
0,58 149 54
1.0 91 53
2,0. 13 . 5.4
3,5 11 53
50 -t 13- - - | - - - -54
6,0 10 5.2
EKSEMPEL 17

Degummering af rarapsfre-spiseolie (1)

Forseg A og B blev udfert iﬁalge "Generel procedure til udferelse af
enzymatisk degummering” som beskrevet i eksempe! 10 ovenfor.

Ofie:
Rarapsfraolie fra Aarhus Oliefabrik (AOM), Danmark.
Batch C00745/B017 10, P-indhold 459 ppm.

Enzym:
Lecitase™ 10 L.
Batch L646-F02 (10190 U/ml), eestimeret koncentration 20 mg/mi.

PL fra Fusarium oxysporum med aminosyresekvensen, der er vist i SEQ ID
NO: 2.

Batch F-9700470, OD;g = 0,8, renhed ca. 58 %, a=stimeret koncentration 0,45
mg/ml.

Enzymet var rekombinant udtrykt og oprenset som beskrevet ovenfor.
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0.6 | (580 g) rarapsfraolie tiferes udstyret 0g opvarmes til 60°C. Til t = 30
minutter tilszettes 1,43 ml (5,7 mmol) 4 M NaOH-oplasning, som giver en pH
pa ca. 5,6. Til t = 35 minutter tilszettes en passende maengde (for eksempel
S0 pl (ca. 500 U) til 1 mg enzym/kg olie) af Lecitase 10L (som er opndet fra
Novo Nordisk A/S). Det malte phosphorindhold i oliefasen efter centrifugering
er vist i tabel 16.

Tid 1 mg Lecitase 2 mg Lecitase 3 mg Lecitase
(timer) /kg olie P(ppm) /kg olie P(ppm) kg olie P(ppm)
0 459 459 459
050 251 235 248
0,58 202 194 202
1,0 181 186 183
2,0 165 156 107
3,5 111 66 11
5,0 52 12 12
6,0 20 5 9
Forseq B

0.6 I (581 g) rarapsfraclie tilfares udstyret og opvarmes til 40°C. Til t = 30
minutter tilsaettes 1,07 mi (4,3 mmol) 4 M NaOH-oplesning, som giver en pH
pa ca. 5,0. Til t = 35 minutter tilszettes en passende maengde (det vil sige
1,6 mg enzym/kg olie og 3.2 mg enzym/kg olie) af en oprenset oplesning af
phospholipase fra F. oxysporum. Det milte phosphorindhold i oliefasen efter
centrifugering er vist i tabel 17.

NZAS-0007540
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TABEL 17. Resultater fra deqummering af rdrapsfrgolie med phospholipase
fra £, oxysporum

Tid 1.6 mg Fusanum/ 3,2 mg Fusarium/
(timer) kg olie, P(ppm) kg olie, P(ppm)

0 459 459

0,50 236 208

0,58 193 173

1,0 109 96

2,0 9 7

3,5 9 8

50 9 9

6,0 9 9

Sammenfattet viser resultaterne:

Lecitase, 80 °C, pH 5.5
Enzymdosen blev varieret fra 1,0 til 3,0 mg/kg olie. Resultaterne er vist i tabel

16 ovenfor. Ved en enzymdosis pa 1,0 mg/kg olie var degummering langsom
og gav ca. 20ppm efter 6 timer. Med de hgsje enzymdoser blev
degummerings-ydeevnen forbedret til opnaeise af et phosphorindhold pad 10
ppm efter ca. 3,5 timer med 3,0 mg enzym/kg olie.

Det formodes, at ydeevnen vil forbedres yderligere, hvis der anvendes hgjere
enzymdoser.

F. oxysporum PL, 45 °C, pH 5,0

Enzymdoserne 1,6 og 3,2 mg/kg olie blev testet, og ydeevnen viste sig at veere
lige god (tabel 17 ovenfor). Med 1,6 mg enzym/kg olie - eller muligvis mindre -
observeredes fortreeffelig degummering, som gav 9 ppm P efter ca. 2 timer.
Det forventes, at det er muligt at anvende endnu lavere meengder af F.
oxysporum-phospholipase (for eksempel 0,9 mg/kg olie) og stadig opna god
degummerings-ydeevne.

———— _— - — —— —— —— -
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EKSEMPEL 18

Deqummering _af vanddegummeret spiseolie _ved anvendelse af et

phospholipase-preeparat, der er opnaet fra Fusarnium culmorum

Der blev udfert et forseg ifelge "Genere! procedure til udferelse af enzymatisk

_ degummering” som beskrevet i eksempel 10 ovenfor.

Olie:
Vanddegummeret rapsfraolie fra Aarhus Oliefabrik (AOM), Danmark.
Batch C00730/B01700, P-indhold 231 ppm.

Enzym:

Et fermenteringsmedium fra Fusarium culmorum.

En Fusarium culmorum-stamme blev dyrket og centrifugeret, og supernatanten
blev oprenset som beskrevet nedenfor.

Podekulturer af stammen Fusanum culmorum CBS 513.94 (deponeringsdato
den 25. oktober 1984) blev frembragt i 500 ml-rystekolber, som indeholdt 100
mi af felgende sammenszetning:

Majsudbladningsvaeske (terret) 1291
Glucose 24 g/l

Til hver kolbe tilsaettes 0,5 g CaCOj3 og 0,5 m! olie. pH justéres til 5,5 fer
autoklavering.

Efter 3 dage ved 26 °C og 250 rpm blev 5 ml af hver af podekultureme podet i
rystekolber, som indeholdt 100 mi af feigende medium:

Pepton, Difco 0118 6g/
Pepticase, Sheffield Products 49/
Gaerekstrakt, Difco 0127 3gh
Kedekstrakt, Difco 0126 1549/
Dextrose, Roquette 101-0441 19/
Olivenolie, Sigma 10g/

NZAS-0007542
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pH justeres til 7,3-7 4 for autoklavering.

Dyrkning fandt sted | 9 dage ved 26°C og 250 rpm. Medieme blev
centrifugeret og filtreret (0,45 ym) og supematanteme opsamiet og anvendt til
degummeringsforsagene, der er vist nedenfor.

A stimeret aktivitet 200 PHLU/m.

Forseg: Enzymatisk degqummering af en vanddeqummeret olie ved
anvendelse af et _ghosgholigase—grmgarat. som_er opndet fra Fusanum

culmorum

0.6 1 (581 g) rarapsfraolie tilfores udstyret og opvarmes til 40 °C. Tii t = 30
minutter tilseettes 1,43 ml (5,7 mmol) 4 M NaOH-oplesning, som giver en pH
pa ca. 5,5. Til t = 35 minutter tilszettes en passende mzengde (det vil sige 1070
PHLU/kg olie) af en oprenset oplesning af phospholipase fra F. culmorum. Det
malte phosphorindhold i oliefasen efter centrifugering er vist i tabel 18.

JABEL 18. Resultater fra degummering af rarapsfreolie med phospholipase

fra F. culmorum

Tid 1070 U F. culmorum
(timer) /kg olie
P(ppm)
0 254
0,50 -
0,58 213
1,0 137
20 61
3,5 9
50 8
6.0 7

— '"m-&‘ - - _— - - .
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EKSEMPEL 19

Enzymatisk deqummering af raolie ved anvendelse af Deqgomma VOD

Olie:
Rérapsfraolie C00745/801700, P-indhold 459 ppm.

Enzym:
En kommerciel tilgaengelig phospholipase Degomma VOD (Réhm, Tyskland),
astimeret koncentration 10 mg/m.

0,6 1 (581 g) rarapsfreolie tilferes udstyret og opvarmes til 50 °C. Til t = 30
minutter tilsaettes 0,714 ml (2,86 mmol) 4 M NaOH-oplesning, som giver en pH
pa ca. 4,5. til t = 35 minutter tilseettes en passende maengde (det vil sige 3,6
mg/kg olie eller 7,1 mg/kg olie) af en oprenset oplesning af Degomma VOD-
phospholipase. Det malte phosphorindhold i oliefasen efter centrifugering er
vist i tabel 19.

TABEL 19
Tid 3.6 mg/kg olie 7,1 mg/kg olie

0 276 273
0,50 216 253
058 210 246
10 127 94

2,0 45 16

3,5 15 7
50 15 10
6,0 14 10

Dette eksempel viser, at Degomma VOD er i stand til at degummere en
spiseolie. For at opna en tilfredsstillende degummering af naevnte olie kraeves
imidlertid relativt heje doser af Degomma VOD sammenlignet med Fusarium-
phospholipasen ifelge opfindelsen. Se for eksempel eksemplerne 16 og 17 til
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EKSEMPEL 20
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Anvendelse af en phospholipase, der er opnaet fra F. oxysporum, som et

bredforbedrende middel

Materialer oq metoder

Fremstilling af bred

Europaeiske almindeligt dej-hvidt bred og kuvertbred blev fremstillet ud fra

felgende grundopskrift:

Grundopskrift

Mel (Meneba BBZ)
Vand

Geer

Salt

Sukker
Ascorbinsyre

Bageprocedure
Blanding (spiralblander), 625 rpm

Blanding (spiralblander), 1250 rpm
Vurdering af dej
Fermentering (stuetemperatur)
Valsning/formning
Hvile ved stuetemperatur
Sammenfoldning
Hvile ved stuetemperatur
Valsningformning/i fom
Haevning (32 °C, 82 % RH)
Kuvertbred:
Formbrgd:
Bagning (230 °C)
Kuvertbred:

100 % (2000 g)
61%

4%

15%

1.5%

40 ppm

3 min.
3,5 min.
7 min.
15 min.
3 min.
5 min.

2 min.

5 min.
2 min.

45 min.
55 min.

22 min.

-4 SISO ARSI - A
o ————————————————-
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Formbred: 35 min.

Vurdering af dej og bagte produkter

Egenskabeme for dejen og de bagte produkter blev bestemt som foiger:

Specifikt volumen-ideks: Volumen af et brad eller et kuvertbred males ved
hjelp af den traditionelle rapsfre-fortreengningsmetode. Det specifikke
volumen beregnes som volumen mi pr. g bred. Det specifikke volumen af
kontrollen (uden enzym) defineres som 100. Det relative specifikke volumen-
indeks beregnes som:

Specifikt volumen-indeks = bredets specifikke volumen
specifik volumen af kontrolbred x 100

Dejens klebetilbojelighed vurderes manuelt i overensstemmelse med

. felgende skala:

Kuvertbradform: meget flad
flad
normal
god/rund
meget god
for rund

OGN b WN
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RESULTATER

TABEL 20

e

Enzym/

additiv

A) ' 1 1 |1 1
B) 500 | 1500 | 3000 500 | 1500 | 3000
C) 100 1110 [106 |93 |99 [111 |116 | 108
D) 100 1106 |99 |sa |102 |107 | 100 {103
E) 3 |a |a 3 3 |4 |5 45

A) Lecimuithin 100" (g/kg mel)

B) F.o.-phospholipase (LU/kg met)

C) Specifikt volumen-indeks (kuvertbred)
D) Specifikt volumen-indeks (formbred)
E) Kuvertbredform (score)

"Kommercielt lecithin-praeparat til bagning (Superfos, Danmark).

Resultaterne viser en klar volumenforegende effekt af Fusarium oxysporum-
phospholipase p4 bade kuvertbred og formbred ved opskriften, som ikke
indeholder lecithin. Hvis lecithin indbefattes i opskriften, opnas endnu bedre
volumeneffekter, selvom lecithin ikke selv bidrager til volumen. En statistisk
analyse (ANOVA, a = 0,05), som blev udfert i Statgraphics Plus, release 3.0,
viser en signifikant positiv synergi mellem phospholipasen og lecithinen.

Bade med og uden lecithin i opskriften opnas en betydeligt forbedret form af
kuvertbred med F. oxysporum-phospholipasen. | dette eksempel opnaedes
den bedste kuvertbradform ved en blanding af lecithin og phospholipase (1500
LU/kg mel).

EKSEMPEL 21

Anvendelse af en phospholipase, der er opnéet fra F. oxysporum, som et anti-
friskhedstabende middel

' NZAS-0007547
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Materialer og metoder
Fremstilling af bred

Europaeiske almindeligt dej-hvidt bred og kuvertbred blev fremstillet ud fra
folgende grundopskrift:

Grundopskrift

Mel (Meneba BBZ) 100 % (2000 g)

Vand 61%

Geer 5%

Salt 1,5 %

Sukker 1.5%

Ascorbinsyre 40 ppm

" Bageprocedure - -

Blanding (spiralblander), 625 rpm 3 min.
Blanding (spiralblander), 1250 rpm 3.5 min.
Vurdering af dej 7 min,
Fermentering (stuetemperatur) 15 min,
Valsning/formning 3 min.
Hvile ved stuetemperatur 5 min.
Sammenfoldning 2 min.
Hvile ved stuetemperatur 5 min.
Valsningformning/i form 2 min.
Haevning (32 °C, 82 % RH) 55 min.
Bagning (230 °C) 35 min.

| dette eksempel blev bradene anbragt i forme med lag for at undga forskelle i
de specifikke volumener fer strukturanalyse. Efter nedkeling blev bredene
opbevaret ved stuetemperatur, pakket i plastikposer.

NZAS-0007548
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Vurdering af bagte produkter .
Vurdering af friskhedstab og struktur kan udferes ifeilge AACC-metoden 74-09.

En vurdering af bredkrummers bledhed som indikator for breds friskhedstab’

blev udfert 0, 1, 3 og 7 dage efter bagning i overenstemmelse med felgende
procedure:

En skive bred blev komprimeret ved konstant hastighed i en strukturanalyse
(TA TX-2), og styrken af kompressionen blev malt i g. Krummens fasthed
males som styrken ved 25 % kompression. En bredkrummes fasthed stiger
efterhanden som bredet mister friskhed.

Resutltater

Resultaterne fra fasthedsmalinger som funktion af opbevaringsdage er vist i
tabel 21. Lecimulthin blev tilsat i en koncentration pa 1 g/kg mel, og Fusarium
oxysporum-phospholipasen blev tilsat i en dosis pa 500 U/kg mel. Hvert
resultat i tabellen er gennemsnitsvaerdien for 6 malinger (2 bred, 3 malinger pa
hver).

TABEL 21

Enzym/additiv Fasthed Fasthed Fasthed Fasthed
Dag 0 Dag 1 Dag 3 Dag7

Kontrol 223 350 631 1061

Lecimulthin 100’ 225 261 532 1010

Phospholipase 201 303 573 1257

Lecimulthin 100’ 169 304 468 834

+ phospholipase

"Kommercielt lecithin-praeparat til bagning (Superfos, Danmark).

Som det fremgar af tabel 21, var bredene, der var behandiet med
phospholipase, lidt bledere end kontrollen op til 3 dages opbevaring. |
kombination med lecithin kunne der opnas en betydelig anti-friskhedstabende
effekt under hele opbevaringen (som ikke er opnaelig med lecithin eller
phospholipase alene).

> — . — —
. -l -

et - ———
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SEKVENSLISTE

SEQ 1D NO: 1 viser en klonet DNA-sekvens ifalge opfindelsen, som omfatter

en

aktivitet.

(2)

INFORMATION OM SEQ ID NO: 1

() SEKVENSEGENSKABER:
(A) LANGDE: 1170 basepar
(B)  TYPE: nukleinsyre
(C) BESKAFFENHED: enkeltstrenget
(D) TOPOLOGI: linezer

(i) MOLEKYLETYPE: cDNA

(vi) NATURLIG OPRINDELSE:
(A)  ORGANISME: Fusarium oxysporum
(8) STAMME: DSM 2672

(ix) EGENSKAB:
(A) NAVN/KODE: CDS
(B) PLACERING: 23..1063

(xi) SEKVENSBESKRIVELSE: SEQ 1D NO: 1

TTGGAGAATA TTCCTTIGICA €G ATG CIT CTT CTA CCA CIC CTC TCG GCC ATC
Mot Leu Leu Leu Pro Leu Leu Ser Ala Ile
1 S 10

ACC CTC GOG GTA CCC ACT CCT CTA GCT CIC GAC GAC TAC GTC AAC TCT
Thr Leuw Als Val Ala Ser Pro Val Ala Leu ASp Asp Tyr Val Asn Ser
is 20 23

CIT CAGC CAG CGA GCT GTT GGT GTC ACT ACA  ACC GAC TTC ACC MAC TTC
Leu Glu Glu Arg Ala Val Gly Val Thr Thr Thr Asp Phe Ser Asn Phe
3o 35 . 40

MG TTC TAC ATC CAR CAC GGC GCC GCA GCT TAC TGC AAC TCT GAA GCC
Lys Phe Tyr Ile Gln His Gly Ala Ala Ala Tyr Cys Asn Ser Glu Als

DNA-sekvens, der koder for et enzym, som fremviser phospholipase-

s2

100

148

196
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GCA GCT GGT

Gln
kL

GeT

Gly

[~ {4
val

GAC
Aop

Ser

Ala
155

ACA
Thr

Ala

Gly

ATC
Ile

Ser

Phe

Gly
140

Val

GGe
Gly

Gly

AAC
Asn

GCly

Phe

GCly
125

Phe

Ala

CAC
His

GTIC
Val

Gly
205

TAC
Tyr

TCC ARG

Sex

Gly

o1y,

et
_Set

Serx

Gly
190

Asn

[
Aryg

Lys

Ala

GGA
Gly

R Glu

ig

¥

GGA
Gly

Ala

GTT
val

ATC
Ile

s #f

GTC
Val

AGC
Ser

GAC

Asp

Ala

Cln

ACA

50

106

111

ACC TGC TCC AAC AAT CGC TGT

Thr Cys
65

ATC GTG
Ile Val

Ala Thr

ATC AAT
Ile Asn

TGC AGT

Cys Ser:

130
TGG “ART
Trp Asn
145
AAG GCG

Lys Ala

GGT GCC
Gly Alas

cce GTC

Pro Val,

CIC TCA
Leu Sex
210

CAC GCT
His Ala
228

Ser Asn

ACA TCT

GAC TCT
Asp Ser
100

Ile Axg
s

Leu Val

GRU" ATC
Glu Jlle

AMC CCT
Asn Pro

Val Ala
180

GAT ATT

Asp lle

195

Ala Phe

GAT GAC
Asp A®p

Asn Gly Cys
10

TIC GTT CGC
Phe val-Gly
8s

GCC CGA ARG
Ala Arg Lys

AMC TGG CTT
Asn Trp Leu

ICT GGA TGC
Ser Gly Cys
138

G TCT Cal
Ser Ser Gln
150

TCT TTC MAC
Ser Phe Asn
165

GTT CTT GCT
val Lou Ala

TAC ACC TAC
Tyr Thr Tyr

GTC TCA AAC
val Ser Asn
2158

CCT GTC CCC
Pro Val Pro
230

DK/EP 0869167 T3

CcCA
Pro

TCC
Ser

GAA
Gle

ACC
Thr
120
cGr
Gly

GTA
Ala

GIC
val

Als

Gly
200

Gln

cGT
Arg

ACCT

Lys

AIC
Ile
108

AAC

Asn

aTG
val

Val

ACA

90

GIC
val

Leu

.CAC

His

ACC* GCT

Thr

Ile

Ala
185

Searx

GCT
Ala

CTC
Leu

Ala

Ser

170

Asn

Pro

Cly

Pro

- e W - -

. - -
- g ol D

244
292
N
388
436
484
$32
560
628
676

T24
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mmnxmmruawucmmmcmmmmmc 772
Pzo Leu Ile Phe Gly Tyr Arg Ais Thr Thr Pro Glu Pha Trp Leu Ser
238 240 245 50
GGC GGT GGA GGC GAC AAG CTT GAC TAC ACC ATC AGC GAT GIC AAG GTC 820
Gly Cly Gly Gly Asp Lys Val Asp Tyr Thr Ile Ser Asp Val Lys val

255 260 265
mcmmccrcccucmmmucmccnacrmmm 868
Cy® Glu Gly Ala Ala Asn Leu Gly Cys Asn Gly Gly Thr Leu Gly Leu

270 275 280
cxrn‘nccrccrarmcxrncmcmccaacrcxccccmuc 916
Asp Ile Ala Ala His Leu His Tyr Phe Gls Ala Thr Asp Ala Cys Asn
285 290 295
GCIGGTGGCTTCTC!'TGGCGACGATRCACARGCGCCGMMCFI‘CGM: 964¢
Ala Gly Gly Phe Ser Trp Arg Arg Tyr Arg Ser Als Glu Ser Val Asp
300 308 310
AAG AGG GCC ACC ATC ACT CAT GCC GAG CTT GAG_AAG_AAC CIG AAC TCT 1012
lys Arg Ala Thr Met Thr Asp Ala Glu Leu Glu Lys Lys Leu Asn Ser
‘318 Ja2¢ 2% 330
nrcrccmarccmmcmnrmmmucechccccm 1060
Tyr Val Gla Met Asp Lys Glu Tyr Val Lys Asn Asn Gln Ala Arg Ser

aas 340 348
TARA CCAGGGTATG AGCTITGATG GGAAATCACA TCATTCATGA ACGAAACCAT 1113
AGTACATATG ATGCCAAATAG GATATAAAAA CATATITCAT TCACTAGCTT TACACAA 1170

SEQ ID NO:2 viser aminosyresekvensen for en phospholipase ifeige
opfindelsen.

(2) INFORMATION OM SEQ ID NO: 2
() SEKVENSEGENSKABER:
(A) LANGDE: 346 aminosyrer
(B)  TYPE: aminosyre
(D) TOPOLOG!: linezer
(ii) MOLEKYLETYPE: protein

(xi) SEKVENSBESKRIVELSE: SEQ ID NO: 2

NZAS-0007552



Pro

Gly

Gly

Thr

65

Ile

Ala

1le

Cys

145

Lys

Leu

val

val

Ala

50

Cys

Val

Thr

Aan

Ser

130

Ala

Leu

Ala

Thr

k1

Ala

Ser

Thr

Asp

1lle

115

Leu

Clu

Asn

20

Thr

Ala

Asn

Ser

Serx

100

Arg

val

lle

Pro

Pro

Asp

Tyr

Asn

Phe

85

Ala

hon

Sex

Ser

Ser

Leu

Aop

Asp

Cys

Gly

70

val

Arg

Trp

Gly

Ser

150

Phe

Tys

Phe

Asn

S5

Cys

Gly

Lys

cys
13§

Gln

Asn

108

Serxr

Val

Ser

40

ser

Pro

ser

Glu

The

320

Gly

Ala

val

Ala

Asn

25

Asn

Clu

The

Lys

Ile

105

Asn

val

The

Ile

1le

10

Ser

Phe

Ala

val

90

val

His

Ala

ser

R T
~ S —

Leu

Lys

Ala

Gla

75

Gly

val

Asp

Ser

Ala

158

Thr

Glu
Phe
Ala

60

Gly

Ile

Ser.

Phe

Gly

140

Val

Gly

DK/EP 0869167 T3

Ala

Glu

45

Gly

Asn

Gly

Phe

Gly

125

Phe

Ala

Ris

val

30

Ile

Ser

Gly

Gly

110

Gln

Gln

Ser

Ser

Ala

15

Ala

Gln

Lys

Ala

Tyr
95

Gly

Clu

Ala

Leu

Ser

val

Hio

Ile

Thr 4
80

vVal

Ser

Asp

Ala

160

Gly
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Gly Ala
Pro Val
Leu Ser

210

Hia Ala
225

Arg His
val inp
Leu Gly
His “Tyr

290

Arg Arg
308

ASp Ala

Glu Tyr

Val Ala
180

Agp Ile
195

Ala Phe

Asp Asp

260

Cys Asn
275

Phe Gla-

Tyr Arg

Glu Leu

Val Lys
340

165

val

Tyr

val

Pro

Pro

245

Ile

Gly

Ala

Ser

Glu

325

ABn

109

Leu Ala Ala

Thr

Ser

Val

230

Glu

Ser

Gly

Thr

Ala

310

Lys

Asn

Tyr

Asn

215

Pxo

Phe

Asp

Thr

Asp

295

Glu

Lys

Gln

Gly

200

Gln

Axg

Trp

val

280

Ala

Sor

Leu

Ala

Ala
185

Ser

Ala

Leu

Len

Lys

265

Gly

Cys

Val

Asn

Arg
348

170

ABn

Pro

Gly

Pro

Ser

250

val

Leu

Asn

Asp

ser

330

Ser

Arg

Gly

Pro

235

Gly

Cys

Asp

Ala

Lys

315

Tyr
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Arg Val

val

Cly
205

Glu Tyr

220

Ile

Gly Gly

Glu

1le

Gly
300

Gly

Ala
285

Gly

Arg Als

val

Gln

Gly
190

Aen

Phe

Gly

Ala

270

Ala

Phe

Thr

Met

175

Cly
Ala
val
Gly
Asp
5%
Ala
Hio
Ser
&et

Asp
335

Thr
Gln
Thr

Tyr
240

Lys
Asn

Leu

Trp

Thr
320

Lys
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Patentkrayv:

1. Polypeptid, som fremviser phospholipase A-aktivitet, der er vaigt fra gruppen,
som bestar af:

(@) et polypeptid, der kodes af den phospholipase A-kodende del af DNA-
sekvensen, der er klonet ind i plasmid pYES 2.0, som er til stede i Escherichia

coli-DSM 11299,

(b) et polypeptid med en aminosyresekvens som vist i positioneme 31-346 i
SEQID NO: 2,

(c) et polypeptid med en aminosyresekvens som vist i positioneme 31-303 i
SEQIDNO: 2, 0g

(d) et polypeptid, der er mindst 70 % homologt med polypeptidet, der er
defineret i (a), (b) eller (c).

2. Polypeptid ifelge krav 1, som er en phospholipase A1.

3. Polynukleotid, som omfatter en sekvens, der er valgt fra gruppen, som bestar
af:

(a)  den phospholipase A-kodende sekvens, der er klonet ind i plasmid pYES
2.0, som er til stede i Escherichia coli-DSM 11299,

(b) nukleotiderne 23-1063 i S-'EQ ID NO: 1,

(¢) nukleotiderne 113-1063 i SEQ ID NO: 1,

(d) nukleotiderne 113-931 | SEQ ID NO: 1,

(e) et polynukleotid, der koder for aminosyrerne 31-346 i SEQ IDNO: 2,
(N et polynukleotid, der koder for aminosyreme 31-303 i SEQ ID NO: 2, og

(9) et polynukieotid, der er mindst 70 % homologt med et hvilket som helst

————— (i — - - . —_—
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af ovennaevnte polynukleotider, hvor polynukleotidet koder for et polypeptid, der
fremviser phospholipase A-aktivitet.

4. Polynukieotid ifeige krav 3, der koder for et phospholipase A1-polypeptid.
5. Vektor, som omfatter polynukleotidet ifgige krav 3 eller 4.
6. Veertscelle, som omfatter vektoren ifelge krav 5.

7. Veertscelle ifelge krav 6, som er en eukaryotcelle, iszer en svampecelle,
sasom en trddsvampecelle, for eksempel Aspergillus eller Fusanum.

8. Fremgangsmade til frembringelse af en phospholipase A, som omfatter:

(a) dyrkning af veertscellen ifolge krav 6 eller 7 under betingelser, der er
passende til ekspression af phospholipasen og

(b) indvinding af phospholipasen.

9. Anvendelse af polypeptidet ifaige krav 1 eller 2 i en proces, som omfatter
behandling af et phospholipid eller lysophospholipid med phospholipasen til
hydrolysering af fedtacylgrupper.

10. Anvendelse af polypeptidet ifelge krav 1 eller 2 i en proces til reduktion af
indholdet af phospholipid i en spiseolie, der har et phosphorindhold fra 50-250
ppm, som omfatter behandling af olien med polypeptidet til hydrolysering af en
stor del af phospholipidet og separering af en vandfase, som indehokler det
hydrolyserede phospholipid, fra olien.

11. Anvendelse af polypeptidet ifalge krav 1 eller 2 i en proces til frembringelse

af et bagt produkt, som omfatter tilsastning af polypeptidet til en dej og bagning
af dejen til frembringelse af det bagte produkt.
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Sagsnr. 4798.202DK

Reduktion af phosphor-indeholdende bestanddele i spiseolier, som-

omfatter en stor maengde ikke-hydrerbart phosphor, ved anvendelse
af en phospholipase, en phospholipase fra en tradsvamp, der har
phospholipase A og/eller B aktivitet.
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Opfindelsens omrade

Den foreliggende opfindelse angar en fremgangsmade til reduktion af
indholdet af phosphor-indeholdende bestanddele i en spiseolie, som omfatter
en stor meengde ikke-hydrerbart phosphor, ved anvendelse af en
phospholipase. :

Den foreliggende opfindelse angar yderligere et ehzym med phospholipase-

aktivitet, en klonet DNA-sekvens, der koder for enzymet med phospholipase-

aktivitet, en fremgangsmade til frembringelse af enzymet 6g anvendelse af
nzevnte enzym til en reekke industrielle formal.

Opfindelsens baggrund

Enzymatisk deqgummering_af spiseolier, som omfatter en relativ stor maenade

- ikke-hydrerbart phosphorindhold

Anvendelsen af phospholipase til enzymatisk degummering af en
vanddegummeret spiseolie (US 5264 367, Metaligeselischaft, R6hm) til at
reducere phosphorindholdet i naevnte vanddegummeret spiseolie er velkendt.

Denne proces kan imidlertid forbedres yderligere, isaer til udferelse af
enzymatisk degummering af spiseolier, som omfatter en stor maengde ikke-

* hydrerbart phosphor (NHP) og/eller relativt store maengder af mucilago. -

- Felgeligt er et formal for opfindelsen at tilvejebringe en fremgangsmade til at

reducere indholdet af phosphor-indeholdende bestanddele i sadanne olier,
hvor nzevnte fremgangsmade omfatter anvendelse af en phospholipase.

En phospholipase ifglge opfindelsen

Phospholipider, sasom lecithin eller phosphatidylcholin, bestar af glycerol, der
er esterificeret med to fedtsyrer i den ydre (sn-1) og den midterste (sn-2)
position og esterificeret med phosphorsyre i den tredje position;
phosphorsyren igen kan veere esterificeret til en aminoalkohol. Phospholipaser
er enzymer, der tager del i hydrolysen af phospholipider. Adskillige typer af
phospholipase-aktivitet kan skelnes fra hinanden, herunder phospholipaserne’
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As (PLAy) og A; (PLA), som hydrolyserer én fedtsyregruppe (i henholdsvis sn-
1- og sn-2-positionen) til frembringelse af lysophospholipid, og
lysophospholipase (eller phospholipase B (PLB)), som kan hydrolysere den
resterende fedtsyregruppe i lysophospholipid.

Denne opfindelse angar blandt andet en phospholipasve fra en tradsvamp, som
har evnen til at hydrolysere den ene og/eller begge fedtsyregrupper i et
phospholipid (det vil sige fremviser PLA- og/eller PLB-aktivitet).

Tidligere karakteriserede PLA- og/elier PLB-enzymer fra svampe

Talrige referencer beskriver karakteriseringen af svampe-phospholipaser. For
at geore det lettere at fa et overblik over status inden for omradet, er
referenceme blevet grupperet i to afsnit.”

Afsnit ét vedrerer referencer, som beskriver identificeringen af svampe-
phospholipaser, som man aktuelt ikke mener er besleegtede med svampe-
phospholipasen ifelge den foreliggende opfindelse. Disse referencer er
hovedsageligt indbefattet for at sammenfatte status inden for omradet
karakterisering af svampe-phospholipaser.

Afsnit to vedrerer referencer, som beskriver karakteriseringen af svampe-
phospholipaser, som menes at vaere relevante for svampe-phospholipaserne
ifelge den foreliggende opfindelse.

Afsnit ét

Enzymer med phospholipase A- og/eller B-aktivitet er bievet fundet i forskellige
svampekilder, herunder Penicillium notatum (der ogsa er kendt som P.
chrysogenum; N. Kawasaki, J. Biochem. 77:1233-44, 1975; N. Masuda et al.,
Eur. J. Biochem. 202:783-787, 1991), P. cyclopium (Process Biochemistry
30(5):393-401, 1995), Saccharomyces cerevisiae (M. Ichimasa et al., Agric.
Biol. Chem. 49(4):1083-89, 1985; F. Paultauf et al., J. Biol. Chem. 269:19725-
30, 1994), Torulaspora delbrueckii (gammelt navn Saccharomyces rosei; Y.
Kuwabara, Agric. Biol. Chem. 52(10):2451-58, 1988; FEMS, Microbiol. Letters
124:29-34), Schizosaccharomyces pombe (H. Oishi et al., Biosci. Biotech.
Biochem. 60(7):1087-92, 1996), Aspergillus niger (Technical Bulletin, G-
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zyme™ G999, Enzyme Bio-Systems Ltd.; Process Biochemistry 30(5):393-401
(1995)) og Corticium centrifugum (S. Uehara et al, Agric. Biol. Chem.
43(3):517-525, 1979).

Afsnit to

EP 575133 A2 beskriver isoleringen og karakteriseringen af en svampe-
phospholipase A1, som er opnaet fra Aspergillus, og anvendelsen deraf til
industrielle formal.

Der er ingen sekvensinformation (hverken DNA- eller aminosyre-) indbefattet i
ansegningen, e heller er nogen strategi eller noget forslag til kloning af noget
af Aspergillus-phospholipasen beskrevet eller anfert i ansegningen.

Tsung-Che et al. (Phytopathological notes 58:1437-38 (1968)) beskriver kort
karakteriseringen af en phospholipase fra Fusanum solani.

EP 130 064 beskriver en isoleret fraktion af et fermenteringsmedium, der
fremviser lipase-aktivitet, som er opnaet fra stammen Fusanum oxysporum
DSM 2672. Ydermere er anvendelsen deraf i detergentsammenszetninger
beskrevet. EP 130 064 beskriver imidlertid ikke denne fraktion som
fremvisende phospholipase-aktivitet.

WO 96/13579 beskriver en lipase, som er opnaet fra stammen Fusanum
culmorum CBS 513.94, herunder dens N-terminale sekvens.

WO 96/13579 beskriver imidlertid ikke noget enzym, som fremviser
phospholipase-aktivitet.

En cDNA-sekvens, som koder for en lipase fra Fusanum heterosporum er
beskrevet (Cloning and nucleotide sequence of cDNA encoding a lipase from
Fusanium heterosporum, J. Biochem. 116:536-540, 1994). Denne sekvens
menes aktuelt at vaere den DNA-sekvens, der er mest beslagtet med en
klonet DNA-sekvens ifglge opfindelsen (se afsnittet "Sammenligning med
tidligere kendt mateniale” (se nedenfor)). Denne reference beskriver imidlertid
ikke noget enzym, der fremviser phospholipase-aktivitet.
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En cDNA-sekvens, som koder for en phospholipase B fra Penicillum notatum,
er beskrevet (Eur. J. Biochem. 202:783-787, 1991). Denne klonede DNA-
sekvens har imidlertid meget begraenset homologi med en DNA-sekvens ifeige
opfindelsen (se afsnittet "Sammenligning med tidligere kendt materiale” (se
nedenfor)).

Industriel anvendelse af phospholipaser

En raekke anvendelser af phospholipaser er kendte, sasom anvendelse af

phospholipase i for eksempel enzymatisk degummering af en
vanddegummeret olie (US 5 264 367, Metallgesellschaft, R6hm), behandling
af stivelseshydrolysat (iseer fra hvedestivelse) til forbedring af filtrerbarheden

~ (EP 219 269, CPC Intemational), som tilsatningsstof til breddej til at forbedre

bredets elasticitet (US 4 567 046, Kyowa Hakko), og til fremstilling af
lysolecithin med specielle emulgerende egenskaber.

Aktuelt anvendes phospholipasen Lecitase® (Novo Nordisk A/S) kommercielt
til for eksempel degummering af olier. Lecitase® er et mammalia-enzym, som
er opnaet fra svinepancreas.

Det er velkendt, at det er muligt at danne svampeenzymer rekombinant med
opnaelse af industrielt skonomisk acceptable udbytter, iszer fra tradsvampe.

Felgeligt er det et formal for denne opfindelse at tilvejebringe en forbedret
phospholipase til anvendelse for eksempel i processeme, der er beskrevet
ovenfor.

Det er endvidere et formal for den foreliggende opfindelse at beskrive
processer og fremgangsmader til rekombinant produktion med industrielt

acceptable udbytter af en phospholipase, som er opnaet fra en frédsvamp.

Sammendrag_af opfindelsen

Vanddegummering af spiseolier udferes ved hjeelp af ekstraktion med vand.
Ved denne behandling efterlades en del af phosphatiderne i olien. Denne del
beskrives ved hjeelp af fallesbetegnelsen “ikke-hydrerbare phosphatider”
(NHP). Ved produktionen af olier er det essentielt at fierne NHP-indholdet (US
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5 264 367).

Den foreliggende opfindelse tilvejebringer en fremgangsmade til fiernelise af
NHP-indholdet i en olie, som omfatter en relativ stor mangde af NHP.

Foelgeligt angér opfindelsen i et ferste aspekt en fremgangsmade til at
reducere indholdet af phosphor-indeholdende bestanddele i en spiseolie, som
har et ikke-hydrerbart phosphorindhold pad mindst 50 ppm, der er malt ved
hjeelp af:

i) forbehandling af spiseolien ved 60 °C ved hjeelp af tilseetning af en
oplgsning, som omfatter citronsyremonohydrat i vand (tiléat vand vs. olie =48
% veegt/veegt, [citronsyre] i vandfase = 106 mM, i vand/olie-emulsion = 4,6
mM) i 30 minutter, '

ii) overforsel af 10 ml af den forbehandlede vand-i-olie-emulsion til et
reagensglas,

iii) opvarmning af emulsionen i et kogende vandbad i 30 minutter,

V) centrifugering ved 5000 rpm i 10 minutter,

v) overfersel af ca. 8 ml af den everste (olie) fase til et nyt reagensglas
og henstand til bundfeeldning i 24 timer, og

Vi) herefter udtagning af 2 g fra den everste Klare fase til maling af det
ikke-hydrerbare phosphorindhold (ppm) i spiseolien,

og hvor naevnte fremgangsmade omfatter:

kontaktbringning mellem nzevnte olie ved en pH fra 1,5-8 og en vandig
oplesning af en phospholipase A1, en phospholipase A2 eller en
phospholipase B, idet oplasningen emulgeres i olien, indtil phosphorindholdet i
olien er reduceret til mindre end 11 ppm, og efterfelgende separering af den
vandige fase fra den behandlede olie. '

| et andet aspekt angar opfindeisen en ny klonet phospholipase.
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Yderligere undersegelser af karakteren af lipase-aktiviteten, som findes i
Fusarium oxysporum DSM 2672 (og er beskrevet i EP 130 064), viste, at den
isolerede fraktion omfatter adskillige bestanddele med lipase-aktivitet, hvoraf
den ene fremviste phospholipase-aktivitet.

PA trods af en raekke tekniske vanskeligheder (se nedenfor) har de
foreliggende opfindere veeret i stand til at klone et enzym, som fremviser
phospholipase A-aktivitet, fra en stamme af sieegten Fusarium, mere specifikt
Fusarium oxysporum.

Dette er farste gang en phospholipase A fra en tradsvamp er blevet kionet, og
folgeligt tilvejebringer den foreliggende opfindelse en klonet DNA-sekvens,
som koder for et phospholipase A-enzym fra en tradsvamp.

Folgeligt angar ét aspekt af opfindelsen en klonet DNA-sekvens, som koder
for et polypeptid med phospholipase A-aktivitet, hvor DNA-sekvensen er
opnaet fra en tradsvamp.

En cDNA-sekvens, som koder for en phospholipase B fra Penicillum notatum,
er beskrevet i Eur. J. Biochem. 202:783-787, 1991.

Denne DNA-sekvens fremviser imidlertid kun en meget begraenset DNA-lighed
pa 39 % med DNA-sekvensen ifglge den foreliggende opfindelse (SEQ 1D
NO: 1, 23-1060), og endvidere varierer en fysiologisk egenskab, sasom
molekylemassen, betydeligt mellem naevnte PLB fra P. notatum (66 kDa) og
en phospholipase ifgige opfindelsen (29 + 10 kDa (se nedenfor)).

Endvidere har en sammenligning med kendte nukieotid- og
aminosyresekvenser vist, at DNA-sekvensen og/eller den tilsvarende kodede
aminosyresekvens ifeige opfindelsen kun har ringe homologi med alie kendte
DNA- ogleller aminosyresekvenser (se nedenfor).

Folgelig mener man aktuelt, at DNA-sekvensinformationen, der tilvejebringes i
den foreliggende ansegning, vil vaere meget veerdifuld til for eksempel kioning
af en anden besleegtethomolog phospholipase-kodende DNA-sekvens, da en
specifik hybridiseringsprobe ogleller PCR-primere nu let kan konstrueres pa
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basis af neevnte DNA-sekvens ifgige opﬂndelseh.

Yderligere mener man aktuelt, at det er muligt at klone bade en
beslaegtet/homolog phospholipasé A- ogleller phospholipase B-kodende DNA-
sekvens pa basis af sekvensinformationen, der tilvejebringes i den
foreliggende ansegning.

Felgeligt angar opfindelsen i et yderligere aspekt en klonet DNA-sekvens, som
koder for et enzym, der fremviser phospholipase A- og/eller phospholipase B-
aktivitet, idet DNA-sekvensen er valgt fra gruppen, der omfatter: '

(a) den phospholipase A-kodende del af DNA-sekvensen, der er klonet
ind i plasmid pYES 2.0, som er til stede i Escherichia coli DSM 11298,

(b) DNA-sekvensen, der er vist i positionerne 23-1063 i SEQ ID NO: 1,
mere fortrinsvis positionemne 113-1063 i SEQ ID NO: 1, eller endnu mere
fortrinsvis positionemé 113-929 i SEQ ID NO: 1, eller den komplementeere
streng dertil,

(c) en DNA-sekvens, der er mindst 70 % homolog med nzevnte DNA-
sekvenser, der er defineret i (a) eller (b),

(d) en DNA-sekvens, der er defineret i (a) eller (b), som koder for et
polypeptid, der fremviser phospholipase-aktivitet og er mindst 70 % homolog
med polypeptidsekvensen, der er vist i positionerne 31-346 i SEQ ID NO: 2,
eller mere fortrinsvis mindst 70 % homolog med polypeptidsekvensen, der er
vist i positionerne 31-303 i SEQ ID NO: 2,

(e) en DNA-sekvens, som hybridiserer med en dobbeltstrenget DNA-
probe, som omfatter DNA-sekvensen, der er vist i positionerne 23-1063 i SEQ
ID NO: 1, ved lav stringens,

W) en DNA-sekvens, som koder for et polypeptid, der har de samme
aminosyresekvenser i positionresterne 1 til 346, 31 til 303 eller 31 til 303 i SEQ

ID NO: 2, eller aminosyresekvenseme, der kodes for ved hjeelp af en hvilken
som helst af DNA-sekvenseme ifelge (e), og
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(9) en DNA-sekvens, som er et fragment af DNA-sekvenserne, der er
specificeret i (a), (b), (c), (d), (e) eller (f).

Endvidere er en phospholipase ifelge opfindelsen blevet grundigt
karakteriseret, og det har vist sig, at den har phospholipase-aktivitet ved lavt
pH, denne egenskab ger den meget egnet til anvendelse til oliedegummering.
Phospholipasen er ikke membranbundet, hvilket ger den egnet til kommerciel
produktion og oprensning.

Folgeligt angar opfindelsen i et yderligere aspekt et isoleret polypeptid med
phospholipase A-aktivitet, som er opndet fra en stamme af sleegten Fusarium
og har;

i) PLA-aktivitet i pH-intervallet 3-10, malt ved 40 °C,
ii) en molekylemasse pa 29 t 10 kDa, bestemt ved hjzelp af SDS-PAGE,
iii) et isoelektrisk punkt (pl) i intervallet 4,5-8,

iv) et temperaturoptimum for phospholipase-aktivitet i intervallet 25-55 °C,
malt med lecithin som substrat ved pH 5, ogleller

V) et pH-optimum for phospholipase-aktivitet i pH-intervallet 6-12, matt
med lecithin som substrat ved 37 °C.

En udledt aminosyresekvens for en isoleret phospholipase ifslge opfindelsen
ervisti SEQ ID NO: 2. .

Den N-terminale aminosyresekvens for en moden secerneret isoleret
phospholipase er blevet bestemt. Naevnte N-terminale sekvens viste, at den
modne del af en phospholipase ifelge opfindelsen med aminosyresekvensen,
der er vist i SEQ ID NO: 2, starter i aminosyre nr. 31 i SEQ iD NO: 2. Se
forsegseksempel heri for yderligere detaljer (se nedenfor).

Endvidere er den C-terminale sekvens for en aktiv secerneret phospholipase
ifolge opfindelsen med aminosyresekvensen, der er vist i SEQ ID NO: 2,
blevet bestemt. Naevnte C-terminal-bestemte phospholipase blev rekombinant
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udtrykt i tradsvampestammen Aspergillus oryzae. Se forsegseksempel heri for
yderligere henvisning.

Disse resultater viste, at enzymet blev C-terminalt processeret under
ekspression fra A. oryzae, og resultaterne tyder pa, at Ser303 i SEQ ID NO: 2
er den mest sandsynlige C-terminale rest i det udtrykte modne aktive enzym.
Det forudses imidlertid, at endnu yderligere C-terminal processering kan finde
sted (det vil sige, som frembringer et fragment af navnte sekvenser), og at
man stadig har et udtrykt modent aktivt enzym.

Folgeligt angar opfindelsen i et yderligere aspekt et isoleret enzym, som
fremviser phospholipase A- ogleller B-aktivitet og er valgt fra gruppe, der
omfatter:

(a) et polypepﬁd, som kodes af den phospholipase A- ogleller B-
enzymkodende del af DNA-sekvensen, der er klonet ind i pYES 2.0, som er til
stede i Escherichia coli DSM 11299, '

(b) et polypeptid med en aminosyresekvens som vist i positionermne 31-
346 i SEQID NO: 2,

(c) et polypeptid med en aminosyresekvens som vist i positionerne 31-
303iSEQID NO: 2,

(d) en analog til polypeptider, der er defineret i (a), (b) eller (c), idet
analogen er mindst 70 % homolog med naevnte polypeptid, og

(e et fragment af (a), (b), (c) eller (d).

| endnu et yderligere aspekt tilvejebringer opfindelsen en rekombinant
ekspressionsvektor, som abner mulighed for heterolog rekombinant produktion
af et enzym ilege opfindelsen. Det er derved muligt at lave en steerkt oprenet
phospholipase-sammensetning, som er kendetegnet ved at veere fri for
homologe urenheder. Det er yderst fordelagtigt til en reekke industrielle
anvendelser.

Den foreliggende opfindelse viser eksperimentelt (se nedenfor), at en
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phospholipase, der er opnaet fra en stamme af Fusarium culmorum og
Fusanum oxysporum, har forbedrede egenskaber til anvendelse til industrielle
relevante formal. Det forudses, at phospholipaser, der er opnaet fra en
stamme -af sleegten Fusanum, vil have forbedrede egenskaber, der er
relevante til anvendelse til anvendelse til industrielle formal.

Folgeligt angar opfindelsen i endnu et yderligere aspekt anvendelsen af en
phospholipase, der er opnaet fra en stamme af slaegten Fusarium, sdsom en
stamme af F. culmorum, F. heterosporum, F. solani eller iseer en stamme af
Fusarium oxysporum,.i en proces, der omfatter behandling af et phospholipid
eller lysophospholipid med phospholipasen til  hydrolysering af
fedtsyregrupperne.

Endelig angar opfindelsen en isoleret, i det vaesentlige ren biologisk kultur af
Escherichia coli-stammen DSM 11299, som indehoider en phospholipase-
kodende DNA-sekvens (den phospholipase-kodende del af DNA-sekvensen,
der er klonet ind i plasmid pYES 2.0, som er til stede i Escherichia coli DSM
11299), der er opnaet fra en stamme af tradsvampen Fusanum oxysporum,
eller en hvilket som helst mutant af navnte E. col-stamme, som har bevaret
den phospholipase-kodende egenskab.

Homologisammenligning med kendte sekvenser

Der blev udfert en homologisegning med phospholipasen ifglge opfindelsen
mod nukleotid- og proteindatabaser. Homologisggningen viste, at den teettest
besleegtede kendte sekvens var en lipase fra Fusanum heterosporum (en
parallelopstilling af aminosyrer er vist i figur 1).

DNA-sekvensen ifelge opfindelsen (SEQ ID NO: 1, 23-1060), som koder for
phospholipasen, viser kun 62 % DNA-homologi med den kendte
lipasesekvens fra Fusarium heterosporum (Genbank-databasereference
S77816), og den tilsvarende aminosyresekvens for phospholipasen ifeige
opfindelsen (SEQ ID NO:2) viser kun 60 % homologi med en udledt
aminosyresekvens pa basis af den kendte DNA-sekvens ovenfor (se figur 1).

Dette viser, at DNA- og/eller aminosyresekvensen for en phospholipase ifelge
opfindelsen rent faktisk er forskellig fra alle kendte DNA- og/eller
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aminosyresekvenser.

En cDNA-sekvens, der koder for en phospholipase B fra Penicillum notatum er
beskrevet (Eur. J. Biochem. 202:783-787, 1991). Denne DNA-sekvens
(Genbank-databasereference X60348) viser imidlettid kun en meget
begraenset DNA-lighed pa 39 % med DNA-sekvensen ifglge den foreliggende
opfindelse (SEQ ID NO: 1, 23-1060), og den tilsvarende aminosyresekvens for

. phospholipasen ifglge opfindelsen (SEQ ID NO: 2) viser kun 20 % lighed med

en udledt aminosyresekvens, der er baseret pa den kendte PLB-DNA-sekvens
ovenfor,

Beregningeme af homologi blev udfert som beskrevet senere i denne
specifikation.

Teg nvi.nger

Figur 1: Parallelopstilling af aminosyresekvensen, der er vist i SEQ ID NO: 2
med en kendt lipasesekvens fra Fusanum heterosporum.

Figur 2: Sammenligning af enzymatisk degummeringsevne hos Lecitase™ og
en phospholipase fra Fusarium oxysporum ifgige opfindelsen.

Definitioner

For en mere detalieret gennemgang af denne opfindelse vil felgende udtryk
blive defineret.

"En klonet DNA-sekvens": Udtrykket "en klonet DNA-sekvens” henviser til en
DNA-sekvens, der er kionet ifeige standard-kioningsprocedurer, som
anvendes ved gensplejsning til at flytte et segment af DNA fra dens naturlige
placering til et andet site, hvor det vil blive reproduceret. Kloningsprocessen
inddrager udskaering og isolering af det enskede DNA-segment, insertion af
DNA-stykket i vektormolekylet og inkorporering af den rekombinante vektor i
en celle, hvor talrige kopier eller kloner af DNA-segmentet vil blive replikeret.

Den "klonede DNA-sekvens” ifgige opfindelsen kan alternativt benaevnes "en
DNA-konstruktion”, "et kionet polynukleotid med en DNA-sekvens" eller "en
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isoleret DNA-sekvens".

"Opnaet_fra" Til formalet i den foreliggende opfindelse betyder udtrykket

‘ "opnaet fra" som anvendt heri i forbindelse med en specifik mikrobiel kilde, at

enzymet og folgeligt DNA-sekvensen, der koder for naevnte enzym, er dannet
af den specifikke kilde eller af en celle, hvori et gen fra kilden er blevet indsat.

"Et isoleret polypeptid™: Som defineret heri henviser udtrykket "et isoleret
polypeptid” eller “en isoleret phospholipase” som anvendt om phospholipasen
ifelge opfindelsen til en phospholipase eller phospholipasedel, som i det
vaesentlige er fri for andre ikke—phospholipase—pdlypeptider, for eksempel
mindst 20 % ren, fortrinsvis mindst 40 % ren, mere fortrinsvis 60 % ren, endnu '
mere fortrinsvis 80 % ren, mest fortrinsvis 90 % ren og endnu mest fortrinsvis

95 % ren, bestemt ved hjaelp af SDS-PAGE.

Nar det isolerede polypeptid er mindst 60 % rent kan udtrykket "et steerkt
isoleret polypeptid” anvendes. Det "isolerede polypeptid" kan alternativt
benaevnes "oprenset polypeptid”. '

"Homologe urenheder”: Som anvendt heri betyder udtrykket "homologe
urenheder” en hvilken som helst urenhed (for eksempel et andet polypeptid
end enzymet ifglge opfindelsen), som stammer fra den homologe celle, hvorfra
enzymet ifgige opfindelsen oprindeligt er opnaet. | den foreliggende opfindelse
kan den homologe celie for eksempel vaere en stamme af Fusanum
oxysporum.

"Phospholipase-kodende _del”: Som anvendt heri betyder udtrykket
"phospholipase-kodende del”, nar det anvendes i forbindelse med en DNA-
sekvens, det omrade af DNA-sekvensen, som svarer til det omrade, der er
translateret til en polypeptidsekvens.

] DNA-sekvensen, der er vist i SEQ ID NO: 1, er det omradet mellem den
forste "ATG"-startkoden ("AUG"-kodon i mRNA) og den felgende stopkodon
("TAA", "TAG" eller "TGA").

Det translaterede polypeptid kan yderligere foruden den modne sekvens, som
fremviser phospholipase-aktivitet, omfatte et N-terminalt signal ogl/eller en
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propeptidsekvens. Signalsekvensen styrer 'almir‘ideligvis sekretionen af
polypeptidet, og propeptidet styrer almindeligvis foldningen af polypeptidet. For
yderligere information se Egnell, P., et al., Molecular Microbiol. 6(9):1115-19
(1992) eller Stryer, L., "Biochemistry”, W.H. Freeman and Company/New York,
ISBN 0-7167-1920-7.

"Modifikation(er) af en DNA- ogleller aminosyresekvens”: Udtrykket
"modikation(er)", der anvendes i forbindelse med modiﬂkation(er) af en DNA-
og/eller aminosyresekvens som beskrevet -heri, defineres til at indbefatte
kemisk modificering savel som genmanipulation(er). Modificeringen- eller
modiﬂceﬁngeme kan vaere substitution, deletion og/eller insertion i aminosyren
eller aminosyrerne af interesse.

"Phospholipase A": Udtrykket "phospholipase A", som anvendes hen i

forbindelse med et enzym ifelge opfindelsen, pataenkes at deekke et enzym

med phospholipase A1- og/eller phospholipase A2-aktivitet.

Phospholipase A1 defineres ifalge standard-enzym-EC-klassifikation som EC
3.1.1.32.

Officielt navn: phospholipase A1 (PLA1).

Katalyseret reaktion:

phosphatidylcholin + h(2)o <>

2-acylglycerophosphocholin + en fedtsyre-ani‘on.

Kommentar(er): har en meget bredere specificitet end EC 3.1.1.4.

Phospholipase A2 defineres ifelge standard-enzym-EC-klassifikation som EC
3.1.14.

" Officielt navn: phospholipase A2 (PLA2).

Alternativt navn(e): phosphatidylcholin 2-acylhydrolase, lecithinase a,
phosphatidase eller phosphatidolipase.

Katalyseret reaktion:

phosphatidylcholin + h(2)o <>

1-acylglycerophosphocholin + en fedtsyre-anion.

Kommentar(er): virker ogsa pa phosphatidylethanolamin, cholinplasmalogen
og phosphatider, idet den fjerner fedtsyren, der er bundet til 2-positionen.

"Phospholipase B": defineres ifelge standard-enzym-EC-klassifikation som EC
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3.1.1.5.

Officielt navn: Iysophospholipasé.

Alternativt navn(e): lecithinase b, lysolecithinase, phospholipase b eller pib.
Katalyseret reaktion:

2-lysophosphatidylcholin + h(2)o <> glycerophosphocholin + en fedtsyre-anion.

"Phospholipase-aktivitet": Udtrykket "phospholipase-aktivitet” eller
"harffremviser phospholipase-aktivitet" pateenkes som anvendt heri i
forbindelse med et enzym ifglge opfindeisen at specificere et enzym, som
mindst har den maengde phospholipase-aktivitet (hvad enten det er PLA ‘eller
PLB), der defineres eksperimentelt nedenfor.

Folgeligt defineres et enzym, der fremviser phospholipase-aktivitet, heri som et
enzym, der i "enkeltlags-phospholipase-assayet”, der er vist i eksempel 6 heri
(se nedenfor), har en phospholipase-aktivitet pa mindst 0,25 nmol/min.,
enzymdosis: 60 pg, ved 25°C; mere fortrinsvis mindst 0,40 nmol/min.,
enzymdosis: 60 pg, ved 25°C; mere fortrinsvis mindst 0,75 nmol/min.,

~enzymdosis: 60 pg, ved 25°C; mere  fortrinsvis mindst 1,0 nmol/min.,

enzymdosis: 60 pg, ved 25°C; mere fortrinsvis mindst 1,25 nmol/min.,
enzymdosis: 60 pg, ved 25°C; og endnu mere fortrinsvis mindst
1,5 nmol/min., enzymdosis: 60 g, ved 25 °C.

Man mere pa nuvaerende tidspunkt, at kun et enzym med en sadan signifikant
phospholipase-aktivitet har industriel interesse, for eksempel til anvendelse il
degummering (US 5 264 367).

"En__ lipase med phospholipase-sideaktivitet: Udtrykket ‘lipase med
phospholipase-sideaktivitet” defineres felgeligt som en lipase med en
phospholipase-sideaktivitet, hvor phospholipase-sideaktiviteten i "enkeltlags-
phosphdlipase-assayet", der er vist i eksempel 6, er mindre end de ovenfor
nasvnte tal.

En raekke lipaser har en sadan phospholipase-sideaktivitet. | forsegseksempel
6 heri (se nedenfor) er vist nogle af lipaserne med phospholipase-sideaktivitet,

“En_raolie": En raolie (kaldes ogsa en ikke-degummeret olie) kan veere en
presset eller ekstraheret olie eller en blanding deraf fra for eksempel rapsfre,
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sojabgnne eller solsikke. Phosphatid-indholdet i en raolie kan variere fra 0,5-3
% (veegt/veegt) svarende til et phosphorindhold i intervallet 200-1200 ppm,

~ mere fortrinsvis i intervallet 250-1200 ppm. Bortset fra phosphatiderne

indeholder raolien ogsa sma koncentrationer af carbohydrater,
sukkerforbindelser og metal/phosphatidsyre-komplekser med Ca, Mg og Fe.

"En semiraolie”: En hvilken som helst olie, som ikke er en raolie, men som har
et phosphatid-indhold pa over 250 ppm, mere fortrinsvis pa over 500 ppm. En
sadan olie kunne for eksempel opnas ved at udsaette en raolie for en proces
tilsvarende "vanddegummeret olie"-processen, der er beskrevet nedenfor.

"En_vanddegqummeret olie”: En vanddegummeret olie opnas typisk ved at
blande 1-3 % (vaegt/veegt) varm vand med vam (60-90 °C) raolie. Seedvanlige
behandlingstider er 30-60 minutter. Vanddegummeringstrinet  fiemer
phosbhatiﬂeme og slimagtige gummier, som bliver uopleselige i olien, nar de
hydreres. De hydrerede phosphatider og gummier kan separeres fra olien ved
hjeelp af faeldning, filtrering eller centrifugering - idet centrifugering er den mest

almindelige metode.

Det essentielle forma!l med naevnte vanddegummeringsproces er at separere
de hydrerede phosphatider fra olien. Blandingen af varmt vand i olien, der er
beskrevet ovenfor, skal heri forstas bredt som blanding af en vandig oplesning

i olien ifelge kendte standard-vanddegummeringsprocedurer. '

Alternativt kan processen, som her benavnes "vanddegummering af olie",
kaldes "vadraffinering til fiemelse af mucilago” (se US 5 264 367).

Detalieret beskrivelse af opfindelsen

En fremgangsmade til enzymatisk deqummering af en spiseolie, som omfatter
en stor maengde af ikke-hydrerbare phosphatider/phospholipider

Til den foreliggende opfindelse males meaengden af ikke—hydi’erbart phosphor i
en spiseolie ved hjeelp af:

i) forbehandling af spiseolien ved 60 °C ved hjeelp af tilseetning af en
oplesning, som omfatter citronsyremonohydrat i vand (tilsat vand versus olie =
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4,8 % veegt/vaegt, [citronsyre] i vandfase = 106 mM, i vand/olie-emulsion = 4,6
mM) i 30 minutter,

ii) overfgrsel af 10 ml af den forbehandlede vand-i-olie-emulsion til et
reagensglas,
iii). opvarmning af emulsionen i et kogende vandbad i 30 minutter,

iv) centrifugering ved 5000 rpm i 10 minutter,

v) overfarsel af ca. 8 ml af den everste (olie) fase til et nyt reagensglas
og henstand (til bundfeeldning) i 24 timer, og

vi) efter bundfeeldning udtagning af 2 g fra den gverste klare fase til
maling af det ikke-hydrerbare phosphorindhold (ppm) i spiseolien.

For yderligere detaljer henvises til forsegseksemplerne heri.

Som illustreret i forsegseksemplerne heri varierer
phospholipidsammensaetningen (hydrerbart vs. ikke-hydrerbart phospholipid)
betydeligt i forskellige spiseolier. Folgeligt vil niveauet af resterende
phospholipid i forskellige vanddegummerede olier varierer over et bredt
interval (for eksempel fra ca. 30 ppm til 200 ppm).

Til enzymatisk degummering athaenger den optimale enzymdosis af maengden
af ikke-hydrerbare phosphatider, som er til stede efter vanddegummering eller
citronsyre/vand-forbehandling som defineret ovenfor.

Endvidere gaelder det, at jo hajere mangden af ikke-hydrerbare phosphatider,
som er til stede i olien, er, jo mere effektiv er den enzymatiske
degummeringsmetode.

Den foreliggende opfindelse tilvejebringer en fremgangsmade til fiernelse af
NHP-indholdet i olie, som omfatter en relativ hgj maengde af NHP.

Fortrinsvis omfatter spiseolien et ikke-hydrerbart phosphorindhold pa mindst
60 ppm, mere fortrinsvis mindst 100 ppm og endnu mere fortrinsvis mindst 200
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ppm.
Mere fortrinsvis omfatter spiseolien et ikke-hydrerbart phosphorindhold i

intervallet 60-500 ppm, mere fortrinsvis i intervallet 100-500 ppm og endnu
mere fortrinsvis i intervallet 200-500 ppm.

En spiseolie, der ifelge beskrivelsen heri er defineret til at have en relativ stor
meengde af ikke-hydrerbar phosphor kan vaere en vanddegummeret olie eller

mere fortrinsvis en riolie eller en semiraolie.

Folgeligt angar en udferelsesform for opfindelsen en fremgangsmade ifgige

~ det forste aspekt af opfindelse, hvor naevnte spiseolie er en raolie, som er

kendetegnet ved at naevnte raspiseolie fer udferelse af fremgangsmaden
ifolge opfindelsen er en olie med et phosphorindhold pér over 250 ppm (part

- per million), idet olien ikke er blevet vanddegummeret (vanddegummering

omfatter blanding af varmt vand i en varm raolie, efterfulgt af fiernelse af
phosphatider, som bliver uopleselige i olien, nar den hydreres) fer udfarelse af
fremgangsmaden ifelge opfindelsen.

En sadan raspiseolie har fortrinsvis fer udferelse af nasvnte fremgangsmade
ifelge opfindelsen et phosphorindhold pa over 350 ppm, mere fortrinsvis over
400 ppm, endnu mere fortrinsvis over 500 ppm, og mest fortrinsvis over
600 ppm.

Nazvnte raspiseolie har endvidere fortrinsvis fer udferelse af naevnte
fremgangsmade ifeilge opfindelsen et phosphorindhold i intervallet 250-1500
ppm, mere fortrinsvis i intervallet 350-1500 ppm, endnu mere fortrinsvis i
intervallet 500-1500 ppm og mest fortrinsvis i intervallet 500-1500 ppm.

Den enzymatiske degummeringsmetode af en raspiseolie ifaige opfindelsen er
fordelagtig i forhold til kendte metoder til enzymatisk degummering af
vanddegummerede spiseolier (US 5264 367), da en direkte enzymatisk
degummeringsmetode til behandling af en raolie ifeige opfindelse vil spare det
ferste trin med vanddegummering af olien.

Dette sparer bade tid og penge. En vanddegummeret olie opnas typisk ved at
blande varmt vand i varm (60-90 °C) raolie i seedvanligvis 30-60 minutter. |
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modseetning hertil kan den fulde proces til enzymtisk degummering af raolier
ifelge opfindelsen udferes pa mindre end 1 time med faktisk enzymatisk

behandling i ca. 25 minutter. Se forsggseksempel heri for yderligere detaljer.

Endvidere kan en spiseolie, der er defineret til at have en relativ stor maengde
af ikke-hydrerbar phosphor ifelge beskrivelsen heri, veere en semiraolie.

Felgeligt angar en udferelsesform for opfindelsen en fremgangsmade ifelige

~ det forste aspekt af opfindelsen, hvor neevnte spiseolie er en semira spiseolie,

som er kendetegnet ved at nzevnte semird spiseolie fer udferelse af
fremgangsmaden ifglge opfindelsen har et phosphorindhold pa over 500 ppm,
og hvor nzvnte olie er blevet vanddegummeret for udferelse af
fremgangsmaden ifelge opfindelsen.

Nezevnte halvra spiseolie er fortrinsvis en olie, som fer udfarelse af naevnte
fremgangsmade har et phosphorindhold pa over 600 ppm, mere fortrinsvis -
over 750 ppm.

Almindeligvis  vil vanddegummering af en spiseolie reducere
phosphorindholdet i olien til et niveau pa under 500 ppm.

Felgeligt er en semiraolie som beskrevet heri for eksempel maske kun blevet
delvist vanddegummeret fer udferelse af en fremgangsmade til reduktion af
niveauet af phosphor-indeholdende bestanddele i en spiseolie ifeige
opfindelsen. '

Udtrykket "delvist vanddegummeret” angiver, at
vanddegummeringsproceduren af olien kun har veaeret en delvis/kort proces
sammenlignet med en standard-vanddegummeringsprocedure.

En "delvis vanddegummerings"-proces kan udferes ved kun at blande 0,5 %
varmt vand i olien (standard er 1-3 % vamt vand. Se afsnittet "Definitioner”
heri) eller ved at reducere behandlingstiden til 10 minutter (standard er 30-60
minutter).

Alternativt kan en semiraolie som defineret heri veere en blanding af en raolie

og en semiraolie.
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En udferelsesform for opfindelsen angar en fremgangsmade ifalge en hvilken
som helst del af det forste aspekt af opfindelsen, som omfatter fgigende trin:

i) justering af temperaturen i spiseolien til en temperatur mellem 25 °C
og 70 °C,
ii) forbehandling af spiseolien til ovennzevnte justerede temperatur ved

hjeelp af tilseetning af 0,5-6 % (veegt i forhold til olien) af en vandig oplesning,
som omfatter mindst 85 % vand, i 5-120 minutter, hvor naevnte forbehandling
ikke folges af flernelse af hydreret mucilago og phosphorindhold i olien,

iii) justering af pH i vand/olie-emulsionen til en pH mellem 1,5 og 8 (for
eksempel ved hjeelp af tilseetning af en passende meengde af en NaOH-
oplasning),

iv) kontaktbringning mellem vand/olie-emulsionen og en vandig oplgsning
af en phospholipase (ved en temperatur (x 5 °C), der er justeret ifaige trin i)),
idet phospholipasen er emulgeret i olien, indtil phoshorindholdet i olien er
reduceret til mindre end 11 ppm,

v) separering af vandfasen fra den behandlede olie.

Temperaturen i spiseoiien i trin i) umiddelbart ovenfor justeres fortrinsvis til en
temperatur, som er den optimale temperatur for phospholipase-aktivitet for
enzymet, der anvendes i fremgangsmaden.

For den kommercielt tilgeengelige phospholipase Lecitase™ (Novo Nordisk
AJS) er denne ca. 60 °C, og for en phospholipase ifgige opfindelsen, der er
opndet fra tradsvampeslaegten Fusarium, er den ca. 45°C. Se
fors@gseksempler heri for yderligere detaljer angaende dette emne.

Det forudses, at hovedparten af tradsvampe-phospholipaserne vil have et
temperaturoptimum omkring 35-50 °C.

Felgeligt angar en udferelsesform for opfindelsen fremgangsmaden, der er
beskrevet umiddelbart ovenfor, hvor temperaturen i spiseolien i trin i) justeres

til en temperatur mellem 35 °C og 50 °C, og phospholipasen, der anvendes i

NZAS-0007581



10

15

20

25

30

35

20

trin iv) er opnaet fra en trddsvampestamme.

I'trin ii) i fremgangsmaden ovenfor forbehandles spiseolien ved den justerede
temperatur (trin i)) ved hjeelp af tilsztning af 0,5-6 % (vaegt i forhold til olien) af
en vandig oplgsning, som omfatter mindst 85 % vand i 5-120 minutter, og hvor
naevnte forbehandling ikke felges af fiemelse af hydreret mucilago og
phosphorindhold i olien.

Dette trin er et standard-forbehandlingstrin ved enzymatisk degummering af
spiseolier (US 5 264 367, US 5 558 781). Formalet med trin ii) er at hydrere de
hydrerbare/hydrofile bestanddele (sasom det hydrerbare phosphorindhold) i
spiseolien, som, nar de hydreres, bliver uoplaselige i olien.

Dette trin er imidlertid anderledes end, hvad man benzvner
“vanddegummering af en spiseolie” i den foreliggende forbindelse. En vigtig
forskel er, at naevnte forbehéndlingstrin ikke fierner de hydrerede phosphatider
og mucilago fra olien. Fjemelse af nzevnte hydrerede indhold fra olien er
hovedformalet med vanddegummering af spiseolier.

Folgeligt omfatter olien stadig, nar phospholipasen bringes i kontakt med olien
i trin iv) ovenfor, naevnte hydrerede phosphatider og mucilago.

Med andre ord beskriver fremgangsmaden ovenfor, hvis spiseolien er en ikke-
vanddegummeret spiseolie, en simplificeret degummeringsmetode, som ikke
fierner de hydrerede phosphatider og mucilago fra olien, fer naevnte olie
bringes i kontakt med phospholipasen. A

Den vandige oplesning, som omfatter mindst 85 % vand (trin ii ovenfor),
omfatter fortrinsvis yderligere citronsyre. Der er fortrinsvis mellem 1-15 %
(veegtivaegt) citronsyre i naevnte vandige oplesning, mere fortrinsvis er der
mellem 3-11 % (veegt/vaegt) citronsyre i naevnte vandige oplesning.

Tidsrummet i trin ii) er fortrinsvis 15-50 minutter, og mere fortrinsvis 15-30
minutter.

For yderligere detalier angdende naevnte forbehandling i trin ii) ovenfor
henvises til forsggseksemplermne heri.
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| trin iii) ovenfor justeres pH i vand/olie-emulsionen til pH 1,5-8 (for eksempel
ved hjeelp af tilsaetning af en passende maengde af en NaOH-oplesning). Dette
geres for at justere pH-veerdien i olien, fer phospholipasen bringes i kontakt
med olien i trin iv). Almindeligvis vil den faktiske optimale pH-veerdi afheenge af
hvilket enzym, der anvendes til at blive bragt i kontakt med olien i trin iv). For
yderligere detaljer angaende dette emne henvises til forsggseksempleme heri.

Almindeligvis foretraekkes det ifalge det forste aspekt af opfindelsen og
udferelsesformer for dette, at kontaktbringningen mellem nzevnte olie og en
vandig oplgsning, som omfatter en phospholipase, udferes ved pH 1,5-6, mere
fortrinsvis ved pH 3-6. -

pH-veerdien i vandet i olie-emulsionen males ved at udtage 2 ml vand fra olie-
emulsionen og blande dem med 2 ml vand. Efter faseseparering skal det
resulterende overste olielag pipetteres fra, og pH skal males i vandfasen.
Malinger omregnes til "reelle” pH-veerdier ved hjzelp af falgende formel: pHieel
= pHman -0,38. For yderligere detaljer henvises til forsegseksemplerne heri.

I en fremgangsmade til reduktion af masngden af phosphor-indeholdende
bestanddele i en spiseolie ifglge opfindelsen er meengden af en
phospholipase, som er emuigeret i olien, i intervallet 0,1-15 mg enzym
(terstof)/kg olie, mere fortrinsvis 0,25-5 mg enzym (terstof)/kg olie og endnu
mere fortrinsvis 0,25-2,5 mg enzym (terstof)/kg olie.

Almindeligvis er det fordelagtigt at optimere bade maengden af anvendt
phospholipase og den anvendte tid til enzymatisk degummering af en spiseolie

til opnaelse af et phosphorindhold pa under 11 ppm. Den faktiske optimale

enzymdosis og tiden vil blandt andet athaenge af hvilken phospholipase, der
anvendes. For yderligere detaljer vedrerende optimering af enzymdosis og
tiden for fremgangsmaden henvises til forsagseksempleme heri.

| en fremgangsmade til reduktion af meengden af phosphor-indeholdende
bestanddele i en spiseolie ifelge opfindelsen reduceres phosphorindholdet
fortrinsvis til mindre end 11 ppm, efter at naevnte olie er bragt i kontakt med
0,5-6 mg phospholipase (terstof)/kg olie, og hvor phospholipasen er i kontakt
med nazvnte olie i et tidsrum pa 1-6 timer, mere fortrinsvis reduceres
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phosphorindholdet i olien til mindre end 11 ppm, efter at naevnte olie er bragt i
kontakt med 0,25-25mg phospholipase (terstof)kg olie, og hvor
phospholipasen er i kontakt med nzevnte olie i et tidsrum pa 15 minutter til 2
timer.

Se forsegseksemplerne heri for yderligere detaljer vedrarende bestemmelsen
af optimale temperaturer for individuelle phospholipaser.

| alle aspekter og udferelsesformer for en fremgangsméade til reduktion af
maengden af phosphor-indeholdende bestanddele i en spiseolie ifalge
opfindelsen reduceres phosphorindholdet i olien fortrinsvis ti mindre end
5 ppm.

Phosphorindholdet i olien males som ppm (parts per million) i oliefasen i
vandet, der er il stede i olieemulsionen. Analysen af phosphorindhold udfares
i overensstemmelse med procedure 2.421 i "Standard Methods for the
Analysis of Oils, Fats, and Derivatives, 7. udg. (1987)". For yderligere detaljer
henvises til forsegseksemplerne heri. .

En udferelsesform for opfindelsen angar en fremgangsmade til reduktion af
maengden af phosphor-indeholdende bestanddele i en spiseolie ifgige
opfindelsen, hvor phospholipasen er opnaet fra en pattedyreart, isser hvor
phospholipasen er opnéet fra pancreas i naevnte pattedyreart, og mest

- fortrinsvis hvor phospholipasen er opnaet fra pancreas fra et svin.

| en fremgangsmade til reduktion af maengden af phosphor-indeholdende
bestanddele i en spiseolie ifelge opfindelsen er phospholipasen fortrinsvis
opnaet fra en mikroorganisme, fortrinsvis en tradsvamp, en geer eller en
bakterie.

Nar tradsvampen, der er neevnt ovenfor, er en art af sleegten Fusarium, er
foretrukne stammer fortrinsvis stammer, sdsom en stamme af Fusarnum

“culmorum, F. heterosporum, F. solani eller iseer en stamme af F. oxysporum.

Endvidere er foretrukne stammer, nar neevnte tradsvamp ovenfor er en art af”
slegten Aspergillus, stammer, sdsom en stamme af Aspergillus awamori,
Aspergillus foetidus, Aspergillus japonicus, Aspergillus niger eller isser
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Asperyillus oryzae.
Endvidere er spiseolien i en fremgangsmade til reduktion af maengden af
phosphor-indeholdende bestanddele i en spiseolie ifelge opfindelsen
fortrinsvis en sojabgnneolie, solsikkefrgolie eller mere fortrinsvis en

raspfroolie.

Karakterisering af phospholipase, der er opnéet fra Fusanum oxysporum

En phospholipase ifelge opfindelsen, der er opnaet fra Fusarium oxysporum,
er blevet grundigt karakteriseret.

Folgeligt er et aspekt af opfindelsen fortrinsvis en isoleret phospholipase A,
som er opnaet fra en stamme af sleegten Fusarnium og har phospholipase A-
aktivitet i pH-intervallet 3-10, mait ved 40°C, mere fortrinsvis her
phospholipase A-aktivitet i pH-intervallet 3-7, malt ved 40 °C, mere fortrinsvis
har phospholipase A-aktivitet i pH-intervallet 3,5-6, mait ved 40 °C, og endnu
mere fortrinsvis har phospholipase A-aktivitet i pH-intervallet 4,5-5,5, malt ved
40 °C.

Phospholipase A-aktiviteten blev bestemt med sojabenne-lecithin som
substrat i et NEFA test bases assay eller i en buffer omfattende 2 % lecithin, 2
% Triton X-100, 20 mM Britton-Robinson (BR). Se forsegseksemplerne heri for
yderligere detaljer.

I en yderligere udfarelsesform for opfindelsen er en isoleret phospholipase A,
som opnas fra en stamme af slaegten Fusarium, fortrinsvis én, som har en
molekylemasse pa 29 + 10 kDa, mere fortrinsvis en molekylemasse pa 29 + 5
kDa, endnu mere fortrinsvis en molekylemasse pa 29 + 3kDa og mest
fortrinsvis en molekylemasse pa 29 * 2 kDa.

Molekylemassen males ved hjeelp af SDS-PAGE-elektroforese som yderligere
beskrevet i "Materialer og metoder-afsnittet (se nedenfor).

I en yderligere udferelsesform for opfindelsen er en isoleret phospholipase A,
som er opnaet fra en stamme af sleegten Fusarium, fortrinsvis én, som har et
isoelektrisk punkt (pl) i intervallet 4,5-8, mere fortrinsvis et isoelektrisk punkt
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(pl) i intervallet 5-7,5 og endnu mere fortrinsvis et isoelektrisk punkt (pl) i
intervallet 5,5-7,5.

Det isoelektriske punkt (pl) blev bestemt ved anvendelse af Ampholine PAGE-
plader fra Phammacia. Se forsegseksempel heri for yderligere detaljer (se
nedenfor).

| en yderligere udferelsesform for opfindelsen er en isoleret phospholipase A,
som er opnaet fra en stamme af sleegten Fusarium, fortrinsvis én, som har et
temperaturoptimum for phospholipase-aktivitet i intervallet 25-55 °C, mak med
lecithin som substrat ved pH 5; mere fortrinsvis i intervallet 30-50 °C, malt med
lecithin som substrat ved pH 5; og endnu mere fortrinsvis i intervallet 40-50 °C,
malt med lecithin som substrat ved pH 5.

Temperaturoptimummet for phospholipase-aktivitet blev malt i en buffer, som
omfattede 2 % lecithin, 2 % Triton X-100, 20 mM Britton Robinson-buffer, ved
pH 5. Se forsegseksempel heri for yderligere detaljer (se nedenfor).

I endnu en yderligere udferelsesform for opfindelsen er en isoleret
phospholipase A, som er opnaet fra en stamme af sleegten Fusarium,
fortrinsvis én, som har et pH-optimum for phospholipase-aktivitet i pH-

_ intervallet 6-12 ved 37 °C, mere fortrinsvis i pH-intervallet 7-11,5 ved 37 °C,

mere fortrinsvis i pH-intervallet 8-11 ved 37 °C, og endnu mere fortrinsvis i pH-
intervallet 8,5-11 ved 37 °C.

pH-optimummet for phospholipase-aktivitet biev bestemt i en buffer, som
omfattede 2 % lecithin, 2 % Triton X-100, 20 mM Britton Robinson-buffer, ved
37 °C. Se forsggseksempel heri for yderligere detaljer.

_En phospholipase ifalge opfindelsen omfatter fortrinsvis mindst to ud af de fem

(nummereret i) til v)) ovennzevnte fysiske egenskaber for enzymet, mere
fortrinsvis omfatter en phospholipase ifgige opfindelsen mindst tre af de fem
(nummereret i) til v)) ovennaevnte fysiske egenskaber for enzymet, endnu
mere fortrinsvis omfatter en phospholipase ifeige opfindelsen mindst fire af de
fem (nummereret i) til v)) ovennaevnte fysiske egenskaber for enzymet, og
mest fortrinsvis omfatter en phospholipase ifgige opfindelsen alle fem
(nummereret i) til v)) ovennaevnte fysiske egenskaber for enzymet.
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Som beskrevet ovenfor er en phospholipase ifolge opfindelsen blevet klonet,
udtrykt rekombinant og oprenset, og de N-terminale og C-terminale sekvenser

af det aktive secemerede enzym er blevet bestemt.

Folgeligt angar en yderligere udfarelsesform for opfindelsen et isoleret
polypeptid med phospholipase A-aktivitet, idet polypeptidet er opnaet fra en
stamme af sleegten Fusarnium og har:

i) PLA-aktivitet i pH-intervaliet 3-10, malt ved 40 °C,

ii) en molekylemasse pa 29 + 10 kDa, bestemt ved hjeelp af SDS-PAGE,

iii) et isoelektrisk punkt (pl) i intervallet 4,5-8,

iv) et temperaturoptimum for bhospholipase—ak‘(ivitet i intervallet 25-55 °C,
malt med lecithin som substrat ved pH 5, og/eller

V) -et pH-optimum for phospholipase-aktivitet i pH-intervallet 6-12, malt
med lecithin som substrat ved 37 °C,

og yderligere omfatter en aminosyresekvens, der er valgt fra gruppen, som
omfatter:

(a) et polypeptiAd,A der kodes af den phospholipase A og/eller B-
enzymkodende del af DNA-sekvensen, der er klonet ind i pYES 2.0, som er til
stede i Escherichia coli DSM 112989,

(b) et polypeptid med en aminosyresekvens som vist i positioneme 31-
346 i SEQ ID NO: 2,

(c) et polypeptid med en aminosyresekvens som vist i positioneme 31-
303iSEQ ID NO: 2,

(d) en analog til polypeptidet, der er defineret i (a), (b) eller (c), som er
mindst 70 % homolog med naevnte polypeptid, og
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(e) et fragment af (a), (b), (c) eller (d).

| en udfgrelsesform for opfindelsen er det isolerede polypeptid med

phospholipase-aktivitet ifelge opfindelsen phospholipase med phospholipase
A1-aktivitet,

| en yderligere udferelsesform er det isolerede polypeptid med phospholipase-
aktivitet ifelge opfindelsen phospholipase med phospholipase A2-aktivitet, og i
en endnu yderligere udferelsesform er det isolerede polypeptid med
phospholipase-aktivitet ifelge  opfindelsen en phospholipase med
phospholipase B-aktivitet.

Fortrinsvis er naavnte isolerede polypébtid med phospholipase-aktivitet ifalge
opfindelsen phospholipase med phospholipase A1-aktivitet.

For specifikke eksempler pa standardteknikker til maiing af individuel PLA1-,
PLAZ2- og/eller PLB-aktivitet henvises til forsegseksemplerne heri.

| en yderligere udferelsesform angar opfindelsen et isoleret polypeptid med
phospholipase-aktivitet ifglge opfindelsen, hvor phospholipasen er en
phospholipase, som i det vaesentlige er uvafhaengig af Caz’—koncentrationen,
malt som relativ phospholipase-aktivitet ved 5 mM EDTA og 5 mM Ca®" i et
phospholipase-aktivitetsassay, som maler frigerelse af frie fedtsyrer fra lecithin
i en buffer, som omfatter 2 % lecithin, 2 % Triton X-100, 20 mM citrat, pH 5,
der inkuberes i 10 minutter ved 37 °C efterfulgt af standsning af reaktionen ved
95 °C i 5 minutter, hvor den forholdsmeessige andel af phospholipase-aktivitet
ved 5 mM EDTA/5 mM Ca®" er mere end 0,25, mere fortrinsvis mere end 0,5
og mest fortrinsvis mere end 0,80.

For yderligere detalijer vedrerende maling af afhaengigheden for
enzymaktiviteten af Ca*-koncentrationen henvises il forsegseksempler heri.

Nogle lipaser kan have begreenset phospholipase-aktivitet. | den aktuelle
forbindelse defineres en sadan begraenset phospholipase-aktivitet for naevnte
lipaser som "en lipase med phospholipase-sideaktivitet' (se afsnittet
"Definitioner” heri). Den foreliggende opfindelse angar et isoleret polypeptid
med phospholipase-aktivitet, hvor phospholipase-aktiviteten for naevnte
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isolerede polypeptid er s hgj, at det har industrie! relevans.

Folgeligt angar opfindelsen et isoleret polypeptid med phospholipase-aktivitet
ifelge opfindelsen, hvor phospholipasen er en phospholipase med
phospholipase-aktivitet, som er mindst 0,25 nmol/minut, enzymdosis: 60 pg,
ved 25 °C, mere fortrinsvis mindst 0,40 nmol/minut, enzymdosis: 60 pg, ved
25 °C, malt i et enkeltlags-phospholipase-assay som felger:

a. I et enkeltlags-udstyr (nul ordens-niveau) spredes pa en grundigt
oprenset overflade af en bufferoplasning (10 mM Tris, pH 8,0, 25 °C) et
enkeitlag af phospholipidet DDPC (didicanoyl (C10)-phosphatidylcholin) fra en
chloroformopl@sning,

b. efter afspaending af enkeltlaget (fordampning af chloroform) justeres
overfladetrykket til 15 mN/m svarende til et gennemsnlthgt molekyleareal for
DDPC pa ca. 63 A¥molekyle,

c. en bufferoplasning (som ovenfor) indeholdende 60 pg enzym injiceres
gennem enkeltlaget ind i underfasen i reaktionsafsnittet (cylinder med et areal
pa 1520 mm? og et volumen pa 30400 mm?) i "nul ordens-niveauet”,

d. enzymatisk aktivitet bestemmes ved hjaelp af hastigheden af en mobil
spaeming, som komprimerer enkeltlaget for at opretholde konstant
overfladetryk, efterhdnden som uoplaselige substratmolekyler hydrolyseres til
mere vandopleselige reaktionsprodukter, hvor antallet af DDPC-molekyler,
som hydrolyseres pr. minut af enzymet, aestimeres ud fra det gennemsnitlige
molekyleareal (MMA) af DDPC.

Se afsnittet "Definitioner" og forsegseksempler heri for yderligere beskrivelser
af foretrukne meengder af phospholipase-aktiviteter for et isoleret polypeptid
med phospholipase-aktivitet ifalge opfindelsen.

Endvidere kan den specifikke phospholipase-aktivitet for en phospholipase

ifeige opfindelsen males ved hjelp af kendte standardassays for
phospholipase-aktivitet.

Felgeligt angar den foreliggende opfindelse i en yderligere udferelsesform et
isoleret polypeptid med phospholipase-aktivitet ifelge opfindelsen, hvor
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phospholipasen er en phospholipase, som har en phospholipase-aktivitet, der
er i stand til at frigere mindst 7 pmol fri fedtsyre/minutmg enzym, mere
fortrinsvis mindst 15 pmol! fri fedtsyre/minutYmg enzym, endnu mere fortrinsvis
mindst 30 pmol fri fedtsyre/minut/mg enzym og mest fortrinsvis mindst 50 pmol
fri fedtsyre/minut/mg enzym, malt som folger. '

phospholipase-aktivitet males i et assay, der maler frigerelse af fri fedtsyrer fra
lecithin i en buffer, der omfatter 2 % lecithin, 2 % Triton X-100, 20 mM citrat,
pH 5, der inkuberes i 10 minutter ved 37 °C, efterfulgt af standsning af
reaktionen ved 95 °C i 5 minutter.

For yderligere detalijer vedrarende denne udferelsesform for opfindelsen
henvises til forsagseksemplerne heri.

Et isoleret polypeptid med phospholipase-aktivitet ifelge opfindelsen er rﬁeget
egnet til udferelse af enzymatisk degummering af en spiseolie.

Folgeligt angar opfindelsen:

1. et isoleret polypeptid med phospholipase-aktivitet ifelge opfindelsen,
hvor phospholipasen er i stand til at udfere enzymatisk degummering af en
spiseolie, ifalge en fremgangsmade ifelge opfindelsen til reduktion af
maengden af phosphor-indeholdende bestanddele i en spiseolie, som omfatter
et ikke-hydrerbart phosphorindhold pa mindst 50 ppm, og

2. et isoleret polypeptid med phospholipase-aktivitet ifsige opfindelsen,
hvor phospholipasen er i stand til at udfere enzymatisk degummering af en
vanddegummeret spiseolie (med et phosphorindhold pa 50-250 ppm), hvorved
phosphorindholdet i olien reduceres til mindre end 11 ppm, hvor den
enzymatiske degummeringsproces omfatter kontaktbringning mellem neevnte
olie ved en pH fra 1,5 til 8 og en vandig oplesning af phospholipasen, som
emulgeres i olien, indtil phosphorindholdet i olien er reduceret til mindre end 11
ppm, og efterfeigende separering af den vandige fase fra den behandlede olie.

Det isolerede. polypeptid med phospholipase-aktivitet ifalge opfindelsen er
fortrinsvis i stand til at udfere neevnte enzymatiske degummeringsproces i den
vanddegummerede spiseolie (som defineret umiddelbart ovenfor) pa mindre
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end 1,5 timer og anvender mindre end 2 mg phbspholipase (terstof)/kg olie.

Et isoleret polypeptid, som fremviser phospholipase-aktivitet og har
egenskabeme, der er vist ovenfor, ifeige opfindelsen opnas fortrinsvis fra en
tradsvampestamme fra sleegten Fusanum.

Uden at veere begraenset af nogen teori forventes det imidlertid pa nuveerende
tidspunkt, at en phospholipase ifelge opfindelsen ogsa kan opnas fra en
anden mikroorganisme, fortrinsvis en anden tradsvampestamme. Eksempler
derpa er givet i afsnittet "Mikrobielle kilder” (se nedenfor).

Klonet DNA-sekvens

Pa trods af en razkke tekniske vanskeligheder (se afsnittet "Metode til kloning
af en trddsvampe-phospholipase”, se nedenfor) har de foreliggende opfindere
vaeret i stand til at klone en phospholipase, der fremviser PLA-aktivitet, fra en
stamme af sleegten Fusarium, neermere bestemt Fusanum oxysporum.

Endvidere mener man pa nuveerende tidspunkt, at det er muligt at klone bade
en beslegtet phospholipase A- ogleller phospholipase B-kodende DNA-
sekvens pa basis af sekvensinformationen, der tilvejebringes i den
foreliggende ansegning.

Folgeligt vedrerer et aspekt af opfindelsen en klonet DNA-sekvens, der koder
for et enzym, som fremviser phospholipase A- og/eller phospholipase B-
aktivitet, idet DNA-sekvensen er valgt fra gruppen, der omfatter:

(a) den phospholipase A-kodende del af polynukieotidet, der er klonet ind
i plasmid pYES 2.0, som er til stede i Escherichia coli DSM 11299,

(b) DNA-sekvensen, der er vist i positionerne 23-1063 i SEQ ID NO: 1,
mere fortrinsvis positioneme 113-1063 i SEQ ID NO: 1, eller endnu mere
fortrinsvis positionerme 113-929 i SEQ ID NO: 1 eller den komplementeere
streng dertil,

(c) en DNA-sekvens, som er mindst 70 % homolog med nzevnte DNA-
sekvenser, der er defineret i (a) eller (b),
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(d) en DNA-sekvens som defineret i (a) eller (b), som koder for et
polypeptid, der fremviser phospholipase-aktivitet og er mindst 70 % homolog
med polypeptidsekvensen, der er vist i positionerne 31-346 i SEQ ID NO: 2,
eller mere fortrinsvis mindst 70 % homolog med polypeptidsekvensen, der er
vist i positionerne 31-303 i SEQ ID NO: 2,

(e) en DNA-sekvens, som hybridiserer med en dobbeltstrenget DNA-
probe, som omfatter DNA-sekvensen, der er vist i positionerne 23-1063 i SEQ
ID NO: 1, ved lav stringens,

® en DNA-sekvens, der koder for et polypeptid med
aminosyresekvenserne som resteme 1 til 346, 31 til 346 eller 31 til 303 i SEQ
ID NO: 2, eller aminosyresekvenserne, der kodes for ved hjeelp af en hvilken
som helst af DNA-sekvenserne ifelge (e), og

(9) en DNA-sekvens, som er et fragment af DNA-sekvenserne, der er
specificeret i (a), (b), (c), (d), (e) eller (f).

| denne specifikation pateenkes en henvisning, nar en sadan geres til den
phospholipase-kodende del af DNA-sekvensen, der er kionet ind i plasmid
pYES 2.0, som er til stede i DSM 11299, ogsa at indbefatte den
phospholipase-kodende del af DNA-sekvensen, der fremgar af SEQ 1D NO: 1.

Folgeligt kan udtrykkene "den phospholipase-kodende del af DNA-sekvensen,
der er kionet ind i plasmid pYES 2.0, som er til stede i DSM 11299" og "den
phospholipase-kodende del af DNA-sekvensen, der fremgar af SEQ ID NO: 1"
bruges vilkarligt.

DNA-sekvensen kan vaere af genomisk, cDNA eller syntetisk oprindelse eller
en hvilken som helst kombination deraf.

Den foreliggende opfindelse omfatter ogsa en klonet DNA-sekvens, der koder
for et enzym, som fremviser phospholipase A- og/eller phospholipase B-
aktivitet og har aminosyresekvehsen, der er vist som den modne del i SEQ ID
NO: 2, som adskiller sig fra SEQ ID NO: 1 som felge af degenereringen af den
genetiske kode.
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DNA-sekvensen, der er vist i SEQ ID NO: 1, og/eller en analog sekvens ifglge
opfindelsen kan klones fra en stamme af tradsvampen Fusarium oxysporum:;
som danner enzymet med phospholipase-aktivitet, eller en anden eller
besleegtet organisme som yderligere beskrevet nedenfor (se afsnittet
"Mikrobielle kilder").

Alternativt kan den analoge sekvens konstrueres pa basis af DNA-sekvensen,
der er vist som den phospholipase-kodende del af SEQ ID NO: 1, den kan for
eksempel vaere et udsnit deraf og/eller konstrueres ved hjeelp af indferelse af
nukleotidsubstitutioner, som ikke giver anledning tii en anden
aminosyresekvens for phospholipasen, der kodes af DNA-sekvensen, men
svarer til kodonanvendelsen for veertsorganismen, som péateenkes til
produktion af enzymet, eller ved hjaelp af indferelse af nukleotidsubstitutioner,
som kan give anledning til en anden aminosyresekvens (det vil sige en variant
til phospholipasen ifglge opfindelsen).

Nar der udferes nukleotidsubstitutioner, er aminosyre-aendringerne fortrinsvis
af en mindre betydende type, det vil sig konservative aminosyresubstitutioner,
som ikke i betydelig grad pavirker proteinets foldning eller aktivitet; sma
deletioner, typisk af en til ca. 30aminosyrer, sm& amino- eller
carboxylterminale forlaengelser, sasom en aminoterminal methioninrest; et lille
linkerpeptid pa op til ca. 20-25 rester; eller en lille forleengelse, som letter
oprensningen, sasom et polyhistidin-omrade; en antigen epitop eller et
bindingsdomeene.

Eksempler pa konservative substitutioner er inden for gruppen af basiske
aminosyrer, sasom arginin, lysin, histidin; sure aminosyrer, sasom
glutaminsyre og asparaginsyre, poleere aminosyrer, sdsom glutamin og
asparagin. hydrofobe aminosyrer, sasom leucin, isoleuéin, valin, aromatiske
aminosyrer, sasom phenylalanin, tryptofan, tyrosin, og sma aminosyrer, sdsom
glycin, alanin, serin, threonin, methionin. For en generel beskrivelse af
nukleotidsubstitution, se for eksempel Ford et al. (1991), Protein Expression
and Purification 2:95-107.

Det vil veere klart for fagfolk, at sddanne substitutioner kan foretages uden for
de omrader, der er kritiske for molekylets funktion, og stadig resultere i et aktivt
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polypeptid. Aminosyrer, der er essentielle for aktiviteten af polypeptidet, som
kodes af den klonede DNA-sekvens ifgige opfindelsen og derfor fortrinsvis
ikke har vaeret genstand for substitution, kan identificeres i overensstemmelse
med kendte procedurer, sasom sekvensstyret mutagenese eller alanin-
scanningsmutagenese (cf. for eksempel Cunningham and Wells (1989),
Science 244:1081-1085). | sidstnaevnte teknik indfares mutationer i hver rest i
molekylet, og de resulterende mutante molekyler testes for biologisk (for
eksempel phospholipase-) aktivitet til identificering af aminosyrerester, der er

“kritiske for molekylets aktivitet. Sites for substrat-enzym-interaktion kan ogsa

bestemmes ved hjaelp af en analyse af krystalstrukturen, der bestemmes ved
hjeelp af teknikker, sdsom nuklear magnetisk resonans-analyses, krystallografi
eller fotoaffinitetsmaerkning (cf. for eksempel de Vos et al. (1992), Science
255:306-312; Smith et al. (1992), J. Mol. Biol. 224:899-904: Wiodaver et al.
(1992) FEBS Lett. 309:59-64). )
Polypeptider ifelge den foreliggende opfindelse indbefatter ogsa fusionerede
polypeptider eller spaltbare fusionspolypeptider, hvori et andet polypeptid er
fusioneret i N-terminalen eller C-terminalen af polypeptidet eller et fragment
deraf. Et fusioneret polypeptid dannes ved hjelp af fusion af en
nukleinsyresekvens (eller en de! deraf), som koder for et andet polypeptid, til
en nukleinsyresekvens (eller en 'dei deraf) ifelge den foreliggende opfindelse.
Teknikker til frembringelse af fusionerede polypeptider er kendte og indbefatter
ligering af de kodende sekvenser, som koder for polypeptiderne, saledes at de
er i leeseramme, og saledes at ekspression af det fusionerede polypeptid er
under kontrol af den samme promotor(er) og terminator.

DNA-sekvensen ifelge opfindelsen kan klones fra stammen Escherichia coli
DSM 11299 ved anvendelse af standard-kloningsteknikker, for eksempel som
beskrevet af Sambrook et al. (1989), Molecular Cloning: A Laboratory Manual.
Cold Spring Harbor Lab.; Cold Spring Harbor, NY.

Da den foreliggende opfindelse har lgst problemet med udvikling af et egnet
screeningsassay til anvendelse i en ekspressionskloningsteknik til kloning af
en phospholipase ifelge opfindelse, se afsnittet med overskriften "Metode til
kloning af en tradsvampe-phospholipase”, kan DNA-sekvensen ifalge
opfindelsen nu klones ved hjeelp af en hvilken som helst generel metode, som
inddrager:
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- kloning i egnede vektorer af et cDNA-bibliotek fra en hvilken som
helst organisme; der forventes at danne phospholipasen af interesse,

- transformation af egnede geerveertsceller med naevnte vektorer,

- dyrkning af veertscellerne under passende betingelser til ekspression
af et hvilket som helst enzym af interesse, der kodes af en klon i cDNA-
biblioteket,

- screening for positive kloner ved hjeelp af bestemmelse af eventuel
phospholipase-aktivitet hos enzymet, der dannes af saddanne kloner, og

- isolering af det enzymkodende DNA fra sédaﬁnng !dorner.’

Alternativt kan DNA'et, der koder for en phospholipase ifglge opfindelsen, da
den foreliggende opfindelse for ferste gang tilvejebringer en kionet DNA-
sekvens, som koder for et tradsvampe-PLA-enzym, i overensstemmelse med
velkendte procedurer klones traditionelt fra en egnet kilde, sasom en hvilken
som helst af organismerne, der er nzevnt i afsnittet "Mikrobielle kilder”, ved
anvendelse af syntetiske oligonukleotidprober, der er fremstillet pa basis af en
DNA-sekvens, der er beskrevet heri. For eksempel kan en egnet
oligonukleotidprobe fremstilles pa basis af den phospholipase-kodende del af
nukleotidsekvenserne, der er vist i SEQ ID NO: 1, eller et hvilkket som helst
egnet udsnit deraf eller pa basis af aminosyresekvensen SEQ 1D NO: 2.

Da endvidere en klonet DNA-sekvens ifgige opfindelsen koder for et
polypeptid med phospholipase-aktivitet ifaige opfindelsen, er en raekke af de
specifikke udferelsesformer, som vedrerer et isoleret polypeptid med
phospholipase-aktivitet ifelge opfindelsen, ogsd udferelsesformer for
opfindelsen for en klonet DNA-sekvens ifeige opfindelsen, som koder for et
polypeptid med phospholipase-aktivitet. Falgeligt vedrerer referencer og
foretrukne og mest foretrukne udferelsesformer for naevnte isolerede
polypeptid med phospholipase-aktivitet ogsad en klonet DNA-sekvens ifaige
opfindelsen.

Som felge deraf vedrerer en udferelsesform for opfindelsen en kionet DNA-
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sekvens ifslge opfindelsen, hvor phospholipasen, der kodes af navnte DNA-
sekvens, er en phospholipase A1. -

| en yderligere udferelsesform er en klonet sekvens ifaige opfindelsen en
klonet DNA-sekvens, hvori phospholipasen, der kodes af naévnte DNA-
sekvens, er en phospholipase A2, og i en endnu yderligere udferelsesform er
en klonet sekvens ifglge opfindelsen en klonet DNA-sekvens, hvori
phospholipasen, der kodes af naevnte DNA-sekvens, er en phospholipase B.

Fortrinsvis koder for neevnte klonede DNA-sekvens ifglge opfindelsen et
polypeptid med phospholipase A1-aktivitet.
Endvidere angar opfindelsen en klonet DNA-sekvens ifelge opfindelsen, hvori

phospholipasen, der kodes af navnte DNA-sekvens, er en phospholipase,

som i det vaesentlige er uafhaengig af Ca®*-koncentrationen, der males som:

- relativ phospholipase-aktivitet ved 5 mM EDTA og 5 mM Ca® i et
phospholipase-aktivitetsassay, som maler frigerelsen af fri fedtsyrer fra lecithin
i en buffer, som omfatter 2 % Iecithih, 2 % Triton X-100, 20 mM citrat, pH 5,
der inkuberes i 10 minutter ved 37 °C, efterfuigt af standsning af reaktionen
ved 95 °C i 5 minutter, hvor relativ phospholipase-aktivitet ved 5 mM EDTA/5
mM Ca?* er et forhold, der er starre end 0,25, mere fortrinsvis et forhold, der er
sterre end 0,5.

Endnu yderligere angar opfindelsen en kionet DNA-sekvens ifsige
opfindeisen, hvori phosphelipasen, der kodes af naevnte DNA-sekvens, er en

phospholipase med en phospholipase-aktivitet, der er mindst 0,25 nmol/minut, -

enzymdosis: 60 pg, ved 25°C, mere fortrinsvis mindst 0,40 nmol/minut,
enzymdosis: 60 pg, ved 25 °C, malt i et enkeltiags-phospholipase-assay som
folger:

a. i et enkeltlags-udstyr (nul ordens-niveau) spredes pa en grundigt
oprenset overfalde af en bufferoplgsning (10 mM Tris, pH 8,0, 25°C) et
enkeltlag af phospholipidet DDPC (didicanoyl (C10)-phosphatidylcholin) fra en
chloroform-oplesning,

b. efter afspaending af enkeltlaget (fordampning af chloroform) justeres
overfladetrykket til 15 mN/m svarende til et gennemsnitligt molekyleareal for
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DDPC pa ca. 63 A¥molekyle,

c. en buﬁeroplgsning (som ovenfor), der indeholder 60 pg enzym,:
injiceres gennem enkeltlaget ind i underfasen i reaktionsafsnittet (cyliner med
et areal pa 1520 mm? og et volumen pa 30400 mm®) i "nul ordens-niveauet”,

d. enzymatisk aktivitet bestemmes ved hjeelp af haétigheden af en mobil
spaerring, som komprimerer enkeltlaget til opretholdelse af konstant
overfladetryk, efterhdnden som uopleselige substratmolekyler hydrolyseres til
mere vandopleselige reaktionsprodukier, hvor antallet af DDPC-molekyler,
som hydrolyseres pr. minut af enzymet, sestimeres ud fra det gennemsnitlige
molekyleareal (MMA) for DDPC,

| en yderligere udferelsesform angar opfindelsen en kionet DNA-sekvens
ifelge opfindelse, hvori phospholipasen, der kodes af nzevnte DNA-sekvens, er
en phospholipase med en phospholipase-aktivitet, som er i stand til at frigere
mindst 7 pmol fri fedtsyre/minut/mg enzym, mere fortrinsvis mindst 15 pmol fri
fedtsyre/minut/mg enzym, malt som feliger:

phospholipase-aktivitet males i et assay, der maler frigerelsen af fri fedtsyrer

" fra lecithin i en buffer, som omfatter 2 % lecithin, 2 % Triton X-100, 20 mM

citrat, pH 5, der inkuberes i 10 minutter ved 37 °C, efterfulgt af standsning af
reaktionen ved 95 °C i 5 minutter.

| yderligere udferelsesformer angar opfindelsen:

en klonet DNA-sekvens ifalge opfindelsen, hvori phospholipasen, der kodes af
neevnte DNA-sekvens, er i stand til at udfere enzymatisk degummering af en
spiseolie i overensstemmelse med en fremgangsmade ifelge opfindelsen til
reduktion af meengden af phosphor-indeholdende bestanddele i en spiseolie,
som omfatter et ikke-hydrerbart phosphorindhold pa mindst 50 ppm, og

en klonet DNA-sekvens ifaige opfindelsen, hvori phospholipasen, der kodes af
naevnte DNA-sekvens, er i stand til at udfere enzymatisk degummering af en
vanddegummeret spiseolie (med et phosphorindhold pa 50-250 ppm) og
derved reducere phosphorindholdet i olien tii mindre end 11 ppm, hvor den
enzymatiske degummeringsproces omfatter kontaktbringning mellem nzevnte
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olie ved en pH fra 1,5 til 8 og en vandig oplasning af phospholipasen, som er
emulgeret i olien, indtil phosphorindholdet i olien er reduceret til mindre end 11
ppm, og efterfglgende separering af den vandige fase fra den behandlede olie.

En kionet DNA-sekvens ifelge opfindelsen er fortrinsvis en klonet DNA-
sekvens, hvori phospholipasen, der kodes af naevnte DNA-sekvens, er i stand
ti  at wudfere naevnte enzymatiske degummeringsproces i den
vanddegummerede spiseolie ved anvendelse af mindre end 2 mg
phospholipase (tarstof)/kg olie, og hvorved phospholipasen er i kontakt med
naevnte olie i et tidsrum pa 15 minutter til 2 timer.

Fremgangsmade til kloning af en tradsvampe-phospholipase

Man stedte pa en reekke tekniske vanskelighed, da man forsegte at isolere en
phospholipase ifelge opfindelsen eller kione et polynukleotid, som kodede for
den. Det syntes umuligt at isolere enzymet, og problemet med kioning af
polynukleotidet blev forfuigt.

Som beskrevet heri var der ingen kendt DNA-sekvens, som kodede en
trédsvampé-phospholipase A, tilgeengelig. Felgeligt udviklede de foreliggende
opfindere en kloningsstrategi pa basis af ekspressionskloning-i-geer-teknikken
(H. Dalboege et al., Mol. Gen. Genet. (1994), 243:253-260, WO 93/11249 og
WO 94/14953).

Et af de sterste problemer i forbindelse med denne teknik var, at geer danner
en indre aktivitet, som giver anledning tii en phospholipase-baggrund i
udpladningsassays. Denne baggrund viste sig at veere steerkt afheengig af
maengden af substrat i assayskalene, og maengden af substrat skulle derfor
titreres omhyggeligt til at niveau, hvor baggrunden var lav nok, til at assayet
kunne vaere palideligt under ekspressionskionings-screeningsproceduren, men
hoj nok til at reaktionen kan finde sted. 4

Ydermere omfatter tradsvampestammer almindeligvis en raekke forskellige
lipaser, hvoraf nogle endog fremviser begraenset phospholipase-aktivitet.
Sadanne lipaser defineres heri som "en lipase med phospholipase-
sideaktivitet (se afsnittet "Definitioner” heri).
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| udpladningsassayet viste baggrunden af sadanne lipaser med
phospholipase-sideaktivitet sig ogsa at veere staerkt afhaengig af maengden af
substrat i assayskalene, og maengden af substrat skulle derfor titreres endnu

- mere omhyggeligt for at eliminere baggrundsaktiviteten fra bade gaercelleme

og tradsvampelipaseme med phospholipase-sideaktivitet.

Ud over dette viste det sig, at der skulle foretages et omhyggeligt valg af
substrat, da mange ikke tilvejebragte nogen funktionel l#sning pa problemet,
fordi en rekke af de testede phospholipase-substrater gav en
baggrundsaktivitet, som skyldtes, at lipaser uden phospholipase-aktivitet var i
stand til at reagere pa substraterne. Felgeligt skulle et stort antal substrater
testes og titreres for at identificere et egnet substrat.

Den fundne lgsning til muliggerelse af udfgrelse af ekspressionskloningen af
et phospholipase-kodende polynukleotid var anvendelse af Lipoid E80 (fra
Lipoid GmbH) i omhyggeligt maite koncentrationer. | "Materiale og metode"-
afsnittet heri findes en detaljeret beskrivelse af den komplette
ekspressionskloning-i-geer-metode, herunder et udpladningsassay, som lgser
de ovenfor beskrevne problemer.

Homologiflighed for DNA-sekvenser

DNA-sekvenshomologien/ligheden, der henvises til ovenfor, bestemmes som
graden af lighed mellem to sekvenser, som viser en afvigelse af den forste
sekvens fra den anden. Homologien kan passende bestemmes ved hjelp af
kendte computerprogrammer, sasom GAP, der tilvejebringes i GCG-
programpakken (Program Manual for the Wisconsin Package, Version 8,
august 1994, Genetics Computer Group, 575 Science Drive, Madison,
Wisconsin, USA 53711) (Needleman, S.B., og Wunsch, C.D., (1970), Journal
of Molecular Biology 48:443-453). Ved anvendelse af GAP med falgende
indstilling til DNA-sekvenssammenligning: GAP-dannelses-afskeering pa 5,0
og GAP-forlngelses-afskeering pa 0,3, fremviser det kodende omrade af
DNA-sekvensen en lighedsgrad pa fortrinsvis mindst 70 %, mere fortrinsvis
mindst 80 %, mere fortrinsvis mindst 90 %, mere fortrinsvis mindst 95 %, mere
fortrinsvis mindst 97 % med den phospholipase-kodende del af DNA-
sekvensen, der er vist i SEQ ID NO: 1 (det vil sige position 23-1063 i SEQ ID

“NO: 1), eller mere fortrinsvis med DNA-sekvensen, der er vist i position 113-
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1063 i SEQ ID NO: 1 (position 113 svarer til den N-terminale rest i det modne
enzym), eller endnu mere fortrinsvis med DNA-sekvensen, der er vist i position
23-929 i SEQ ID NO: 1 (position 929 svarer til den C-terminale rest i C-
terminalt processeret secerneret aktivt enzym).

Hybridisering

Hybridiseringen, der henvises til ovenfor, pateenkes at omfatte en analog DNA-
sekvens, som hybridiserer til en dobbeltstrenget DNA-probe, der svarer til den
phospholipase-kodende del af DNA-sekvensen, der er vist i SEQ ID NO: 1, det
vil sige nukleotiderne 23-1063, eller mere fortrinsvis med en dobbeltstrenget
DNA-probe, der svarer til DNA-sekvensen, der er vist i position 113-1063 i
SEQ ID NO: 1 (position 113 svarer til den N-terminale rest i det modne
enzym), eller endnu mere fortrinsvis med en dobbeltstrenget DNA-probe, der
svarer til DNA-sekvensen, der er vist i position 23-929 i SEQ ID NO: 1 (poéition
929 svarer tit den C-terminale rest i det C-terminalt processerede secernerede
aktive enzym) under i det mindste lave stringens-betingelser som beskrevet
detaljeret nedenfor.

Egnede forsggsbetingelser til bestemmelse af hybridisering ved lav, medium
eller hgj stringens mellem en nukieotidprobe og en homolog DNA- eller RNA-
sekvens inddrager forudgaende udbledning af filteret, der indeholder DNA-
fragmenterne eller RNA'et, der skal hybridisere, i 5 x SSC
(natriumchlorid/natriumcitrat, Sambrook et al, 1989) i 10 minutter og
preehybridisering af filteret i en oplesning af 5§ x SSC, 5 x Denhardt's oplasning
(Sambrook et al., 1989), 0,5 % SDS og 100 pg/ml denatureret sonikeret
laksesperma-DNA (Sambrook et al., 1989), efterfuigt af hybridisering i den
samme oplasning, som indeholder 10 ng/ml af en vilkarlig primet (Feinberg,
A.P., og Vogelstein, B. (1983), Anal. Biochem. 132:6-13), 32p_4CTP-meerket
(specifik aktivitet > 1 x 10° cpm/pg) probe i 12 timer ved ca. 45 °C. Filteret
vaskes herefter to gange i 30 minutter i 2 x SSC, 0,5 % SDS ved en
temperatur pa mindst 55 °C (lav stringens), mere fortrinsvis mindst 60 °C
(medium stringens), endnu mere fortrinsvis mindst 65 °C (medium/hgj
stringens), endnu mere fortrinsvis mindst 70 °C (hgj stringens),v endnu mere
fortrinsvis mindst 75 °C (meget hgj stringens).

Molekyler, hvortil oligonukleotidproben hybndiserer under disse betingelser,
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pavises ved anvendelse af en X-rantgenfiim.

Det har vist sig, at det er muligt teoretisk at forudsige om to givne DNA:
sekvenser vil hybridisere under bestemte specifikke betingelser.

Folgeligt kan forsegsmetoden som et alternativ til den overfor beskrevne til
bestemmelse af, om en analog DNA-sekvens vil hybridisere til
nukleotidproben, baseres pa ‘en fteoretisk beregning af den Tm
(smeltetemperatur), hvorved to heterologe DNA-sekvenser med kendte
sekvenser vil hybridisere under specificerede betingelser (for eksempel med
hensyn til kation-koncentration og temperatur). '

For at bestemme smeltetemperaturen -for heterologe DNA-sekvenser
(Tm(hetero)) er det nedvendigt indledningsvis at bestemme
smeltetemperaturen (Tm(homo)) for homologe DNA-sekvenser.
Smeltetemperaturen (Tm(homo)) for to helt komplementeere DNA-strenge
(homodupleksdannelse) kan bestemmes ved anvendelse af felgende formel:

Tm(homo) = 81,5 °C + 16,6(log M) + 0,41(% GC) - 0,61(% form) - (500/L)
("Current protocols in Molecular Biology". John Wiley and Sons, 1995), hvor:

"M" = den molaere kation-koncentration i vaskebuffer,

"% GC" = % Guanin (G) og Cytosin (C) af det totale antal baser i DNA-
sekvensen.

"% form" = % formamid i vaskebufferen, og

"L" = leengden af DNA-sekvensen.

Ved anvendelse af denne formel og de eksperimentelle vaskebetingelseme,
der er angivet ovenfor, er Tm(homo) for homodupleksdanneisen for
nukleotidproben, der svarer til DNA-sekvensen, der er vist i SEQ ID NO: 1, det
vil sige nukleotiderne 23-1060:

Tm(homo) = 81,5 + 16,6(log 0,30) + 0,41(56) - 0,61(0) - (500/1038)
Tm(homo) = 103,5 °C.

"M": 2 x SSC svarer til en kation-koncentration pa0,3M,

"% GC"™: % GC i SEQ ID NO: 1, position 23-1060 er 56 %.

"% form": Der er intet formamid i vaskebufferen.
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"L"™ Leengden af SEQ ID NO: 1, position 23-1063 er 1038 bp.

Tm bestemt ved hjelp af ovennzvnte formel er Tm for en
homodupleksdannelse (Tm(homo)) mellem to helt komplementeere DNA-
sekvenser. For at tilpasse Tm-veerdien til en for to heterologe DNA-sekvenser,
antager man, at en 1 % forskel i nukleotidsekvensen mellem de to heterologe
sekvenser svarer til et fald p4 1°C i Tm ("Current protocols in Molecular
Biology". John  Wiley and  Sons, 1995). Tm(hetero) for
heterodupleksdannelsen findes derfor ved at treekke homologi-%-forskellen
mellem den analoge sekvens, det drejer sig om, og nukleotidproben, der er
beskrevet ovenfor, fra Tm(homo). DNA-homologiprocenten, som skal traeekkes
fra, beregnes som beskrevet heri (se nedenfor).

Homologi med aminosyresekvenser

Polypeptidhomologien, der henvises til ovenfor, bestemmes som graden af
lighed mellem to sekvenser, som viser en afvigelse af den forste sekvens for
den anden. Homologien kan passende bestemmes ved hjeelp af kendte
computerprogrammer, sasom GAP, der tilvejebringes i GCG-programpakken
(Program Manual for the Wisconsin Package, Version 8, august 1994,

" Genetics Computer Group, 575 Science Drive, Madison, Wisconsin, USA

53711) (Needleman, S.B., og Wunsch, C.D., (1970), Journal of Molecular
Biology 48:443-453). Ved anvendelse af GAP med feigende indstilling til DNA-
sekvenssammenligning: GAP-dannelses-afskaering pa 3.0 og GAP-
forleengelses-afskaering pa 0,1, fremviser den modne del af et polypeptid, der
kodes af en analog DNA-sekvens, en lighedsgrad pa fortrinsvis mindst 70 %,
mere fortrinsvis mindst 80 %, mere fortrinsvis mindst 90 %, mere fortrinsvis
mindst 95 %, isar mindst 97 % med den modne del af aminosyresekvensen,
der er vist i SEQ ID NO: 2, det vil sige position 31-346 i SEQ ID NO: 2, eller
mere fortrinsvis med aminosyresekvensen, der er vist i position 31-303 | SEQ
ID NO: 2 (position 303 er den C-terminale rest i C-terminalt processeret
secerneret aktivt enzym).

Den foreliggende opﬁndelse er ogsa rettet mod phospholipase-varianter med
en aminosyresekvens, der adskiller sig i ikke mere end tre aminosyrer,
fortrinsvis i ikke mere end to aminosyrer og mere fortrinsvis i ikke mere end en
aminosyre fra den modne del af aminosyresekvensen, der er vist i SEQ ID
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NO: 2.

Endvidere angar de ovennaevnte foretrukne aminosyreligheder ogséa en analog
til en klonet DNA-sekvens ifgige opfindelsen, idet denne sekvens koder for et
polypeptid, der fremviser phospholipase-aktivitet, og som er mindst 70 %
homolog med polypeptidsekvensen, der er vist i position 31-346 i SEQ ID
NO: 2, eller mere fortrinsvis mindst 70 % homolog med polypeptidsekvensen,
der omfatter positionerne 31-303 i SEQ ID NO: 2. '

Immunologisk krydsreaktivitet

Antistoffer, der skal anvendes til bestemmelse af immunologisk
krydsreaktivitet, kan fremstilles ved anvendelse af en oprenset phospholipase.
Mere specifikt kan der dannes antiserum mod phospholipasen ifoige
opfindelsen ved hjeelp af immunisering af kaniner (eller andre gnavere) i
overensstemmelse med proceduren, der er beskrevet af Axelsen et al. i A
Manual of Quantitative Immunoelectrophoresis, Blackwell Scientific
Publications, 1973, Chapter. 23, eller A. Johnstone og R. Thorpe, -
Immunochemistry in Practice, Bladkwell Scientific Publications, 1982
(neermere bestemt side 27-31). Oprensede immunoglobuliner kan opnas fra
antiserumet, for eksempe! ved hjaelp af saltfasldning ((NH4)2S0,), efterfulgt af
dialyse og ionbytningskromatografi, for eksempel pa DEAE-Sephadex.
Immunokemisk karakterisering af proteiner kan udferes enten ved hjeelp af -
Outcherlony-dobbeitdiffusionsanalyse (O. Ouchterlony i. Handbook of
Experimental Immunology (D.M. Weir, Ed.), Blackwell Scientific Publications,
1967, pp. 655-706), ved hjeelp af kryds-immunelektroforese (N. Axelsen et al.,
supra, kapitel 3 og 4) eller ved hjelp af raket-immunelektroforese (N. Axelsen
et al., kapitel 2).

Mikrobielle kilder

Pa prioriteringsdatoen for den foreliggende opﬁndelse er taksonomien, der

anvendes nedenfor, i overensstemmelse med World Wide Web (WWW)-
NCBI-taksonomi-browseren.

Et isoleret polypeptid med phospholipase-aktivitet og den tilsvarende klonede
DNA-sekvens ifalge opfindelsen kan opnas fra en hvilkken som helst
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mikroorganisme, fortrinsvis en tradsvamp, en geercelle eller en bakterie.

Fortrinsvis kan en phospholipase og den tilsvarende kionede DNA-sekvens
ifelge opfindelsen opnas fra en tradsvampestamme, hvor en foretrukken
raekke er Ascomycota, hvor en foretrukken klasse er Pyrenomycetes, som
omfatter den foretrukne familie Nectriaceae.

Mere fortrinsvis kan phospholipasen og den tilsvarende kionede DNA-sekvens
ifelge opfindelsen opnas fra en stamme af sleegten Fusanium, sdsom en
stamme af F. culmorum, F. heterosporum eller F. solani, iszer en stamme af
Fusarium oxysporum.

Endvidere kan en phospholipase og den tilsvarende klonede DNA-sekvens
ifelge opfindelsen opnas fra en tradsvampestamme fra sleegten Aspergillus,
sasom ‘en stamme af Aspergillus awamori, Aspergillus foetidus, Aspergillus
Japonicus, Aspergillus niger eller iseer Aspergillus oryzae.

Et isolat fra en stamme af Fusanum oxysporum, hvorfra en phospholipase
ifelge opfindelsen kan opnas, er blevet deponeret i overensstemmelse med
the Budapest Treaty on the International Recognition of the Deposit of
Microorganisms for the Purposes of Patent Procedure ved the Deutche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Mascheroder Weg
1b, D-38124 Braunschweig, Tyskland (DSM).

Deponeringsdato: 6. juni 1983
Deponents ref.: NNO41759
DSM-nr.: Fusarium oxysporum DSM-nr. 2672

Endvidere er ekspressionsplasmidet pYES 2.0, som omfatter den udforkortede
cDNA-sekvens, der koder for phospholipasen ifelge opfindelsen, blevet
transformeret ind i en stamme af Escherichia coli, som blev deponeret i
overensstemmelse med the Budapest Treaty on the International Recognition
of the Deposit of Microorganisms for the Purposes of Patent Procedure ved
the Deutche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH,
Mascheroder Weg 1b, D-38124 Braunschweig, Tyskland (DSM).

Deponeringsdato: 25. november 1996
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Deponents ref.: NNO49279
DSM-nr.: Escherichia coli DSM-nr. 11299

Ekspressionsvektorer

Ekspressionsvektoren ifelge opfindelsen kan vzere en hvilken som helst
ekspressionsvektor, som pa bekvem vis kan udsasttes for rekombinant-DNA-
procedurer, og vaiget af vektor vil ofte afhaenge af vaertscellen, hvori vektoren
skal indferes. Vektoren kan saledes vaere en autonomt replikerende vektor,
det vil sige en vektor, der findes som en ekstrakromosomal enhed, hvis
replikation er uafheengig af kromosomal replikation, for eksempel et plasmid.
Alternativt kan vektoren veere en, der, ndr den indfgres i en veertcelle,
integreres i vaertscellegenomet og replikeres sammen med kromosomet eller
kromosomerne, hvori den er integreret.

| ekspressionsvektoren skal DNA-sekvensen, der koder for phospholipasen,

veere operationelt koblet tii en egnet promotor- eller terminatorsekvens.
Promotoren kan vaere en hviken som helst DNA-sekvens, der fremviser
transkriptionel aktivitet i den valgte vaertscelle, og kan stamme fra gener, der
koder for proteiner, som enten er homologe eller heterologe for vaertscellen.
Procedurerne, som anvendes til ligering af DNA-sekvenserne, der koder for
phospholipasen, promotoren og terminatoren, og til insertion af disse i egnede
vektorer er velkendte (cf. for eksempel Sambrook et al. (1989), Molecular
Cloning. A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, NY).

Eksempler pa egnede promotorer til anvendelse i tradsvampevaertsceller er for
eksempel ADH3-promotoren (McKnight et al., The EMBO J. 4:2093-2099
(1985)) eller tpiA-promotoren. Eksempler p& andre anvendelige promotorer er
de, der stammer fra genet, der koder for Asperygillus oryzae-TAKA-amylase,
Rhizomucor miehei-asparagin-proteinase, Aspergilius niger-neutral a-amylase,
Aspergillus - niger-syrestabil a-amylase, Aspergillus niger- eller Asperygillus
awamori-glucoamylase (gluA), Rhizomucor miehei-lipase, Aspergillus oryzae-
alkalisk protease, Aspergillus oryzae-triosephosphat-isomerase  eller
Aspergillus nidulans-acetamidase.
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Den foreliggende opfindelse angar ogsa rekombinante vaertsceller, som
omfatter en nukleinsyresekvens ifslge opfindelsen, hvor cellerne med fordel
kan anvendes i den rekombinante produktion af polypeptideme. Udtrykket
"veertscelle” omfatter et hvilket som helst atkom af en parentalcelle, som ikke
er identisk med parentalcellen pa grund af mutationer, der forekommer under
replikation. '

Cellen transformeres fortrinsvis med en vektor, som omfatter en
nukleinsyresekvens ifglge opfindelsen, efterfuigt af integrering af vektoren i
veertskromosomet.

"Transformation” betyder indfmelsg af en vektor, som omfatter en
nukleinsyresekvens ilege den fbreliggende opfindelse i en veertscelle, saledes
at vektoren opretholdes som en kromosomalt integreret sekvens eller som en
selvreplikerende ekstrakromosomal vektor. Integrering anses almindeligvis for
at veere en fordel, da det er mere sandsynligt, at nukleinsyresekvensen
opretholdes stabilt i cellen. Integrering af vektoren i vaertskromosomet kan

forekomme ved hjeelp af homolog eller ikke-homolog rekombination som
beskrevet ovenfor.

| en foretrukken udferelsesform er veertscellen en svampecelle. "Svampe"
indbefatter som anvendt heri reekken Ascomycota, Basidiomycota,
Chytridiomycota og Zygomycota (som defineret af Hawksworth et al., |
Ainsworth og Bisby's Dictionary of The Fungi, 8. udgave, 1995, CAB
International, University Press, Cambridge, UK) savel som Oomycota (som
anfert i Hawksworth et al., 1995, supra, page 171) og alle mitosporiske
svampe (Hawksworth et al, 1995, supra). Repreesentative grupper af
Ascomycota indbefatter for eksempel Neurospora, Eupenicillium (=
Penicillium), Emericella (= Aspergillus), Eurotium (= Aspergillus) og de
egentlige geer, der er anfert ovenfor. Eksempler p& Basidiomycota indbefatter
paddehatte, rust og brand. Repraésentative grupper af Chytridiomycota
indbefatter for eksempel Allomyces, Blastocladiella, Coelomomyces og
akvatiske svampe. Repreesentative grupper af Oomycota indbefatter for
eksempel saprolegniomycetese akvatiske svampe (vandskimmelsvampe),
sasom Achlya. Eksempler pa mitosporiske svampe indbefatter Aspergiflus,
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Penicillium, Candida og Altemaria. Repraeseﬁtative grupper af Zygomycota
indbefatter for eksempel Rhizopus og Mucor.

| en foretrukken udferelsesform er svampe\)aertscelle en tradsvampecelle.
"Tradsvampe" indbefatter alle tradagtige former af undergruppen Eumycota og
Oomycota (som defineret af Hawksworth et al., 1995, supra). Tradsvampene
er kendetegnet ved et vegetativt mycelium, der bestar af chitin, cellulose,
glucan, chitosan, mannan og andre komplekse polysaccharider. Vegetativ
vaekst sker ved hyfal forlaengelse, og carbonkatabolismen er obligat aerob. |
modseetning hertil sker vegetativ vaekst hos gaer, sdsom Saccharomyces
cerevisiae, ved hjeelp af knopskydning fra en unicelluleer thallus, og
carbonkatabolismen kan vaere fermentativ. | en mere foretrukken
udferelsesform er tradsvampevaeriscellen en celle fra en art af men ikke
begraenset til Acremonium, Aspergillus, Fusarium, Humicola, Mucor,
Myceliophthora, Neurospora, Penicillium, Thielavia, Tolypocladium og
Trichoderma eller en teleomorf eller et synonym dertil. | en endnu mere
foretrukken udferelsesform er tradsvampevaertscellen en Aspergillus-celle. | en
anden endnu mere foretrukken udferelsesform er tradsvampevaertscelien en
Acremonium-celle. | en anden endnu mere foretrukken udferelsesform er
tradsvampeveertscellen en Fusarium-celle. | en anden endnu mere foretrukken
udferelsesform er tradsvampeveertscellen en Humicola-celle. | en anden
endnu mere foretrukken udferelsesform er trddsvampeveertscelien en Mucor-
celle. | en anden endnu mere foretrukken udferelsesform er
trddsvampeveertscellen en Myceliophthora-celle. | en anden endnu mere
foretrukken udferelsesform er tradsvampevaertscellen en Neurospora-celle. |
en anden endnu mere foretrukken udferelsesform er tradsvampeveertscellen
en Penicillium-celle. | en anden endnu mere foretrukken udferelsesform er
tradsvampevaertscellen en Thielavia-celle. | en anden endnu mere foretrukken
udferelsesform er tradsvampevzertscelilen en Tolypocladium-celle. | en anden
endnu mere foretrukken udferelsesform er tradsvampeveertscellen en
Trichoderma-celle. | en mest foretrukken udferelsesform  er
tradsvampeveertscellen en Aspergillus awamori-, Aspergillus foetidus-,
Aspergillus japonicus-, Aspergillus niger- eller Aspergillus oryzae-celle. | en
anden mest foretrukken udferelsesform er trddsvampevaertscellen en
Fusarum-celle fra gruppen Discolor (ogsa kendt som gruppen Fusarium). | en
anden foretrukken udferelsesform er tradsvampeparentalcellen en Fusanum-
stamme fra udsnittet Elegans, for eksempe! Fusarium oxysporum. | en anden
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mest foretrukken udferelsesform er tradsvampeveertscellen en Humicola
insolens- eller Thermomyces lanuginosa-celle. | en anden mest foretrukken
udferelsesform er tradsvampeveertscellen en Rhizomucor miehei-celle. 1 en
anden mest foretrukken udferelsesform er tradsvampeveertscellen en
Myceliophthora  thermophilum-celle. | en anden mest foretrukken
udferelsesform er tradsvampeveertscellen en Neurospora crassa-celle. | en
anden mest foretrukken udferelsesform er tradsvampeveertscellen en

Penicillium purpurogenum-celle. 1 en anden mest foretrukken udferelsesform

er trddsvampevaeriscellen en Thielavia terrestris-celle. | en anden mest
foretrukken udferelsesform er Trichoderma-cellen en Trichoderma harzianum-,
Trichoderma koningii-, Trichoderma longibrachiatum-, Trichoderma reesef-
elier Trichoderma viride-celle.

Svampeceller kan transformeres ved hjeelp af en proces, der inddrager

protoplast-dannelse, " transformation ~af protoplasterne og regenerering af -

cellevaeggen pa@ en made, der er kendt per se. Egnede procedurer til
transformation af Aspergillus-veertsceller er beskrevet i EP 238 023 og Yelton
et al., 1984, Proceedings of the National Academy of Sciences USA 81:1470-
1474. En egnet fremgangsmade til transformation af Fusanum-arter er
beskrevet af Malardier et al., 1989, Gene 78:147-156 eller i sidelebende US
serienr. 08/269 449. Geer kan transformeres ved anvendelse af procedurerne,
der er beskrevet af Becker og Guarente, I: Abelson, J.N., og Simon, M.,
editors, Guide to Yeast Genetics and Molecular Biology, Methods in
Enzymology _1_9_‘1:182-187, Academic Press, Inc., New York; ito et al., 1983,
Journal of Bacteriology 153:163; og Hinnen et al., 1978, Proceedings of the
National Academy of Sciences USA 75:1920. Mammaliaceller kan
transformeres ved hjeelp af direkte optagelse ved anvendelse af
calciumphosphat-feeldningsmetoden ifelge Graham og Van der Eb (1978,
Virology 52:546).

Fremgangsmade til frembringelse af phospholipase

Den foreliggende opfindelse tilvejebringer en fremgangsmade til frembringelse
af et isoleret enzym ifelge opfindelsen, hvorved en egnet veertscelle, som er
blevet transformeret med en DNA-sekvens, der koder for enzymet, dyrkes

-under betingelser, der dbner mulighed for dannelsen af enzymet, og det

resulterende enzym indvindes fra kulturen.
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Nar en ekspressionsvektor, der omfatter en DNA-sekvens, som koder for
enzymet, transformeres ind i en heterolog vaertscelle, er det muligt at bne
mulighed for heterolog rekombinant produktion af enzymet ifeige opfindelsen.

Derved er det muligt at opnd en staerkt oprenset phospholipase-
sammenszetning, som er kendetegnet ved at vaere fri for homologe urenheder.

I den foreliggende opfindelse kan den homologe veertscelle veere en stamme
af Fusanum oxysporum.

Mediet, som anvendes til at dyrke de transformerede veertsceller, kan veere et
hvilket som helst traditionelt medium, som er egnet til dyrkning af de
pageeldende veertsceller. Den udtrykte phospholipase kan passende
secemeres ud i dyrkningsmediet og indvindes derfra ved hjelp af velkendte
procedurer, herunder separering af celleme fra mediet ved hjeelp af
centrifugering eller filtrering, faeldning af proteinagtige bestanddele i mediet
ved hjeelp af et salt, sassom ammoniumsulphat, efterfulgt af kromatografiske
procedurer, sasom ionbytningskromatografi, affinitetskromatografi eller
lignende. '

Anvendelse af phospholipase

Foruden anvendelsen af en phospholipase i en ny fremgangsmade ifgige
opfindelse til enzymatisk degummering af en spiseolie, som omfatter en stor
meaengde af ikke-hydrerbart phosphor, er en raekke andre anvendelser af
phospholipaser kendte.

Sadanne kendte anvendelser af phospholipaser er beskrevet nedenfor.

Phospholipasen ifglge opfindelsen kan anvendes i en hvilken som helst
anvendelse, hvor det gnskes at hydrolysere fedtsyregruppen eller grupperne i
et phospholipid eller lysophospholipid, sasom lecithin eller lysolecithin.
Phospholipasen anvendes fortrinsvis ved pH 3-10 og ved 30-70 °C (iseer 40-
60 °C). Hvis det gnskes, kan phospholipasen inaktiveres efter reaktionen ved
at udsaette den for varmebehandling, for eksempel ved pH 7, 80 °C i 1 time
eller 90 °C i 10 minutter.
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Som eksempel kan phospholipasen ifglge opfindelsen anvendes |
fremstillingen af dej, bred og kager, for eksempel til at forbedre bradets eller
kagens elasticitet. Phospholipasen kan saledes anvendes i en proces il
frembringelse af bred, som omfatter tilseetning af phospholipasen il
bestanddelene i en dej, zltning af dejen og bagning af dejen til frembringelse
af bred. Dette kan udferes analogt med US 4 567 046 (Kyowa Hakko), JP-A
60-78529 (QP Corp.), JP-A 62-111629 (QP Corp.), JP-A 63-258528 (QP
Corp.) eller EP 426211 (Unilever).

Phospholipasen ifslge opfindelsen kan ogsa anvendes til at forbedre
fitrerbarheden af en vandig oplgsning eller opslemning af carbohydrat-
oprindelse ved hjeelp af behandling af den med phospholipasen. Dette er
seerligt anvendeligt til en oplesning eller opslemning, som indeholder et
stivelseshydrolysat, iseer et hvedestivelseshydrolysat, da denne har en
tendens til at vaere vanskelig at filtrere og at give uklare fittrater. Behandlingen
kan udferes analogt med EP 219 269 (CPC International).

Endvidere kan en phospholipase ifglge opfindelsen anvendes til partiel
hydrolyse af phospholipider, fortrinsvis lecithin, til opnaelse af forbedrede
phospholipid-emulgeringsmidler. Denne anvendelse beskrives yderligere i
produktark til Lecitase™ (Novo Nordisk A/S), som angéar brugen deraf, og i
Ulimann's Encyclopedia of Industrial Chemistry (Udgiver: VCH Weinheim
(1996)).

Endvidere kan en phospholipase ifzlge opfindelsen anvendes i en proces til
produktion af et dyrefoder, som omfatter blanding af phospholipasen med
foderstoffer og mindst ét phospholipid. Dette kan geres analogt med EP 743
017.

Degummering _af _plante-/spiseolier i overensstemmelse med kendte
procedurer

| overensstemmelse med kendte procedurer kan phospholipasen ifzlge
opfindeisen anvendes i en proces til reduktion af indholdet af phospholipid i en
spiseolie, som omfatter behandling af olien med phospholipasen il
hydrolysering af hovedparten af phospholipiden og separering af en vandig
fase, som indeholder det hydrolyserede phospholipid fra olien. Denne proces
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er anvendelig til oprensning af en hvilkken som helst spiseolie, der indeholder
phospholipid, for eksempel planteolie, sasom sojabenneolie, rapsfreolie og
solsikkeolie.

Fer den enzymatiske behandling forbehandles planteolien fortrinsvis til
fiemelse af slim (mucilago), for eksempel ved hjeelp af vadraffinering. Olien vil
typisk indeholde 50-250 ppm phosphor som phospholipid ved starten af
behandlingen med phospholipase, og processen ifgige opfindelsen kan
reducere denne veerdi til under 11 ppm, mere fortrinsvis under 5 ppm.

Den enzymatiske behandling udferes ved hjeelp af dispersion af en vandig
oplesning af en phospholipase, fortrinsvis som sma draber med en
gennemsnitlig diameter pa under 10 pm. Maengden af vand er fortrinsvis 0,5-5
vaegt-% i forhold til olien. Et emulgeringsmiddel kan eventuelt tilszettes.
Mekanisk bevaegelse kan anvendes til opretholdelse af emulsionen.

Den enzymatiske behandling kan udferes ved et hvilket som helst pH i
intervallet 1,5-8. pH kan justeres ved hjeelp af tilseetning af citronsyre, en
citratbuffer eller HCI.

En passende temperatur er almindeligvis 30-70°C (isaer 40-60 °C).
Reaktionstiden vil typisk vaere 0,5-12 timer (for eksempel 2-6 timer), og en
passende enzymdosis vil saedvanligvis vaere 100-5000 IU pr. liter olie, iseer
200-2000 U,

Den enzymatiske behandling kan udferes batchvis, for eksempel i en tank
med omrering, eller kan veere fortlebende, for eksempel i en serie af omrerte
reaktortanke.

Den enzymatiske behandling folges af separering af en vandfase og en
oliefase. Denne separering kan udferes ved hjeelp af traditionelle midler, for
eksempel centrifugering.

| andre henseender kan processen udfgres i overensstemmelse med kendte
principper, for eksempel analogt med US 5 264 367 (Metallgeselischatft,
Réhm); K. Dahlke & H. Buchold, INFORM 6(12):1284-91 (1995); H. Buchold,
Fat Sci. Technol. 95(8):300-304 (1993); JP-A 2-153997 (Showa Sangyo); eller
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EP 654 527 (Metalgesellschaft, R6hm).

Anvendelse af en phospholipase ifglge opfindelsen til bagning

Phospholipasen ifglge opfindelsen kan anvendes i bred-forbedrende additiver,
for eksempel dejsammenseetninger, dejadditiver, dejkonditioneringsmidler,
faerdigblandinger og tilsvarende preeparater, som traditionelt tilszettes til melet
og/eller dejen i lzbet af processer til frembringelse af bred eller andre bagte
produkter til tilvejebringelse af forbedrede egenskaber for bred eller andre
bagte produkter.

En udferelsesform for opfindelsen angar derfor en bredforbedrende og/eller en
dejforbedrende sammenseetning:- og endvidere anvendelsen af en

_ phospholipase ifelge opfindelsen i sddanne sammensaetninger og en dej elier

et bagt produkt, som omfatter en bredforbedrende og/eller en dejforbedrende
sammensaetning ifglge opfindelsen.

| det foreliggende sammenhaeng pateenkes udtrykkene "bredforbedrende
sammensatning” og ‘"dejforbedrende sammensaetning” at  angive
sammenszaetninger, som foruden enzymbestanddelen kan omfatter andre
stoffer, som traditonelt anvendes til bagning til forbedring af dejens og/eller de
bagte produkters egenskaber. Eksempler pa sadanne bestanddele er anfert

- nedenfor.

| det foreliggende sammenhzeng pateenkes udtrykket “forbedrede egenskaber”
at angive en hvilken som helst egenskab, der kan forbedres ved hjelp af
virkningen af et phospholipase-enzym ifglge opfindelsen. Iseer resulterer
anvendelsen af phospholipase i et foreget volumen og en forbedret
krummestruktur og anti-"friskhedstab"s-egenskaber hos det bagte produkt,
savel som en foreget styrke, stabilitet og reduceret klaebetilbgjelighed og
derved forbedret maskinbearbejdelighed hos dejen. Effekten pa dejen har vist
sig at veere seerlig god, nar der anvendes en mel af ringe kvalitet. Den
forbedrede maskinbearbejdelighed har szerlig betydning i forbindelse med de;j,
der skal bearbejdes industrielt.

De forbedrede egenskaber vurderes ved hjeelp af sammenligning med dej
ogleller bagte produkter, der er fremstillet uden tilseetning af phospholipase
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ifelge den foreliggende opfindelse.

Den brod- og/eller dejforbedrende sammensaetning ifeige opfindeisen kan
yderligere omfatte et andet enzym. Eksempler pa andre enzymer en cellulase,
en hemicellulase, en pentosanase (der er anvendelig til partiel hydrolyse af
pentosaner, som gger dejens udvidelsesevne), en glucoseoxidase (der er
anvendelig til at gere dejen steerkere), en lipase (der er anvendelig til
modificering af lipider, der er til stede i dejen eller dejbestanddele til biedgering
af dejen), en peroxidase (der er anvendelig til forbedring af dejkonsistensen),
en protease (der er anvendelse til glutensvaekkelse, iseer ved anvendelse af
hard hvedemel), en peptidase ogleller en amylase, for eksempel a-amylase
(der er anvendelig til tilvejebringelse af sukre, der kan fermenteres ved hjeelp
af geer).

Endvidere eller som et alternativ til andre enzymbestanddele kan den
dejforbedrende og/eller bredforbedrende sammensaetning omfatte et
traditionelt anvendt bagemiddel, for eksempel en eller flere af feigende
bestanddele: '

Et maelkepulver (som tilvejebringer skorpefarve), gluten (til at forbedre svage
meles gastilbageholdelsesstyrke), et emulgeringsmiddel (til at forbedre dejens
udvidelsesevne og i nogen grad konsistensen af det resulterende bred),
granuleret fedt (til bledgering af dejen og for bredets konsistens), en oxidant
(som tilsaettes for at forsteerke glutenstrukturen, for eksempel ascorbinsyre,
kaliumbromat, kaliumiodat eller ammoniumpersulfat), en aminosyre (for
eksempel cystein), en sukker og salt (for "eksempel natriumchiorid,
calciumacetat, natriumsulfat eller calciumsulfat, hvis funktion er at gere dejen
fastere), mel eller stivelse.

Eksempler pa egnede emulgeringsmidler er mono- eller diglycerider,
diacetylvinsyre-estere af mono- eller diglycerider, sukker-estere af fedtsyrer,
polyglycerol-estere af fedtsyrer, meelkesyre-estere af monoglycerider,
eddikesyre-estere af monoglycerider, polyoxyethylenstearater, phospholipider
og lecithin.

| det foreliggende sammenhzng patenkes udtrykket "bagt produkt’ at
indbefatte et hvitket som helst produkt, der er fremstillet af dej, som enten har
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en bled eller en spred karakter. Eksempler pa bagte produkter, hvad enten de
er af hvid, lys eller merk type, som med fordel kan fremstilles ved anvendelse
af den foreliggende opfindelse, er bred (iseer hvidt bred, fuldkorns- elier
rugbred), typisk i form af hele brad eller kuvertbred, fransk baguette-type bred,
pitabred, tacos, kager, pandekager, kiks, knaekbred og lignende. -

Dejen ifglge opfindelsen kan veere af en hvilken som helst af typerne, der er
beskrevet ovenfor, og kan vaere frisk eller frosset.

Fra ovennaevnte beskrivelse vil det fremga, at dejen ifelge opfindelsen normalt
er en surdej eller en dej, der skal syrnes. Dejen kan symes pa forskellige
mader, sdsom ved hjzelp af tilseetning af natriumbicarbonat eller lignende eller
ved hjaelp af tilseetning af en surdej (geerende dej), men det foretreekkes at
syrne dejen ved hjeelp af tilseetning af en egnet geerkultur, sdsom en kultur af
Saccharomyces cerevisiae (bagegeer). En hvilken som helst af de kommercielt
tilgeengelige S. cerevisiae-stammer kan anvendes.

| en sidste udferelsesform angar opﬁndeléen anvendelsen af en
phospholipase ifelge opfindeisen til fremstilling af pastadej, som fortrinsvis

~ fremstilles af durummel eller en mel af sammenlignelig kvalitet. Dejen kan

fremstilles ved anvendelse af traditionelle teknikker og phospholipasen

anvendes i en tilsvarende dosis, som den der er beskrevet ovenfor.

Phospholipasen er fortrinsvis af mikrobiel oprindelse, for eksempel som
beskrevet heri. Det patenkes, at phospholipasen, nar den anvendes il
fremstilling af pasta, resulterer i en forsteerkning af glutenstrukturen og saledes
en reduktion i dejens klaebetilbejelighed og en forbedret dejstyrke.

Anvendelse af lipaseaktivitet hos et enzym ifelge opfindelsen

Som vist i forsegseksemplerne heri kan en phospholipase ifglge opfindelsen
yderiigere fremvise lipaseaktivitet. : :

Folgeligt angar opfindelsen yderligere anvendelsen af denne lipaseaktivitet i
standardanvendelser af en lipase, iser til anvendelse i rengerings- og
detergentsammensaetninger. Sadanne rengerings- og
detergentsammensaetninger er velbeskrevne, og der henvises tl WO
96/34946, WO 97/07202 og WO 95/30011 for yderligere beskrivelser af
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egnede rengerings- og detergentsammensaatniﬁger.
Opfindelsen beskrives mere detaljeret i felgende eksempler, som ikke pa

nogen made har til hensigt at begreense reekkevidden af den paberabte
opfindelse. '

Materialer og metoder
Deponerede organismer

Fusarium oxysporum DSM 2672 omfatter phospholipasen, der koder for DNA-
sekvensen ifglge opfindeisen.

Escherichia coli DSM 11299, som indeholder plasmidet, der omfatter den
uforkortede cDNA-sekvens, der koder for phospholipasen ifeige opfindelsen, i
den bifunktionelle vektor pYES 2.0.

Andre stammer

Gaerstamme: Den anvendte Saccharomyces cerevisiae-stamme var W3124
(MATa; ura 3-52; leu 2-3, 112; his 3-D200; pep 4-1137, prc1::HIS3,
prb1::.LEUZ; cir+). ' :

E. coli-stamme: DH10B (Life Technologies).

Plasmider

Asperygillus-ekspressionsvektoren pHD414 er et derivat af plasmidet p775 (der

er beskrevet i EP 238 023). Konstruktionen af pHD414 er yderligere beskrevet
i WO 93/112489. ' :

pYES 2.0 (Invitrogen).

pA2PH10 (se eksempel 7).

Generelle molekylarbiologiske fremgangsmader
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Med mindre andet er anfert, blev DNA-manipuleringerne og
transformationerne udfert ved anvendelse af standardmetoder indenfor
molekyleerbiologi (Sambrook et al. (1989), Molecular cloning: A laboratory
manual, Cold Spring Harbor lab., Cold Spring Harbor, NY; Ausubel, F.M. et al.
(red.), "Current protocols in Molecular Biology". John Wiley and Sons, 1995;
Harwood, C.R., og Cutting, S.M. (red.), "Molecular Biological Methods for
Bacillus". John Wiley and Sons, 1990).

Enzymer tii DNA-manipuleringer biev anvendt i overensstemmelse med
specifikationerne fra leverandereme. ‘

Enzymer tii DNA-manipuleringer

Med mindre andet er anfert, er alle enzymer til DNA-manipuleringer, sasom for
eksempel restriktionsendonukleaser, ligaser etc., leveret af New England
Biolabs, Inc.

Phospholipase-aktivitetsassay pa basis af Nefa-C-test

Substrat: L-a-lysophosphatidylcholin (Sigma).

Substrat: Sojabgnne-lecithin (Sigma nr. P3644). Anvendes tii maling af
phospholipase A-aktivitet.

Nefa-C-testkit er fra Wako Chemicals Germany.

Buffer: 20 mM NaOAc, pH 4,5.

Substratoplasning: 10 mg substrat i 1 ml milliQ-vand og 1 ml buffer (lav
tilstreekkelig substratoplesning til alle praver).

15 pl enzym tilszettes til 150 pl substratoplasning.

inkubation i 10 minutter ved 40 °C.

30 pl overferes til 300 pl reagens 1 (fra Nefa-kit).

Inkubation i 10 minutter ved 37 °C.

Tilseetning af 600 pl reagens 2 (fra Nefa-kit).

Inkubation i 10 minutter ved 37 °C. »

Absorption for det endelige reaktionsprodukt males ved 550 nm i
overensstemmelse med Nefa-kit-instruktioner.

NZAS-0007616



—

10

15

20

25

30

35

95

Den enzymaktivitet, der er nedvendig til frembringelse af 1 pmol fedtsyre pr.
minut fra enzymreaktionen, defineredes som 1 enhed.

Ekspressionskloning i gaer

Ekspressionskloning i geer blev udfert som beskrevet udferligt af H. Dalboege
et al. (H. Dalboege et al, Mol. Gen. Genet. (1994), 243:253-260, WO
93/11249; WO 94/14953), der medtages heri som reference.

Alle individuelle trin i ekstraktion af totalt RNA, cDNA-syntese,
mungbgnnenukleasebehandling,  stump-endedannelse med  T4-DNA-
polymerase og konstruktion af biblioteker blev udfert i overensstemmelse med
referenceme, der er naevnt ovenfor.

Fermenteringsprocedure af Fusanum oxysporum DSM 2672 tii mRNA-
isolering

Fusarium oxysporum DSM 2672 blev dyrket i YPD-medium i 4 dage ved
30°C. 10pl supematant blev testet for phospholipase-aktivitet i
udpladningsassayet, der er beskrevet nedenfor.

mRNA blev isoleret fra mycelium fra denne kultur som beskrevet i H. Dalboege
et al., Mol. Gen. Genet. (1994), 243:253-260, WO 93/11249 og WO 94/14953.

Identificering af positive gaerkioner (udpladningsassay)

Identificering af positive geerkioner (det vil sige kioner, som omfatter et gen,
der koder for phospholipase-aktivitet) blev udfert som beskrevet nedenfor.

Geertransformantermne udplades pa SC-agar, der indeholder 2 % glucose, og
inkuberes i 3 dage ved 30 °C. Et celluloseacetat-filter (OE67, Schieicher &
Schuell) anbringes ovenpa celleme og overferes herefter til skalene, der
indeholder SC-agar og 2 % galactose med cellerne ovenpa filteret. Efter 3
dages inkubation ved 30 °C overferes filteret med celler til substratskale.
Positive kloner identificeres som kolonier, der fremkalder en blagren zone i
substratskalen under kolonien.
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Substratskalene er fremstillet pa felgende made: 2,5 g agar (BA-30 INA
Agar®, Funakoshi Co. Ltd.) tilsaettes til 137,5 ml H,0, opvarmet til kogning i en
mikrobaigeovn. Efter nedkeling til ca. 60 °C tiissettes 30 ml af feigende
blanding: 62,5 mi 0,4 M Tris-HCl-buffer (pH 7,5) og 50 ml 3 % Lipoid E80
(Lipoid GmbH, D-67065 Ludwigshafen, Tyskland), som er oplest i 2 % Triton
X-100 (volumen/volumen), og 0,5 ml 2 % Brilliant Green-oplasning i H2O.
Koncentrationen af substratet er vigtig. Hvis koncentrationen er for hgj, kan det
give anledning til baggrundsaktivitet fra gaerceller og/eller fra
tradsvampelipaser med phospholipase-sideaktivitet.

Isolering af et cDNA-gen til ekspression i Aspergillus

En phospholipase-producerende gaerkoloni podes i 20 ml YPD-medium i et 50
mi-glas-reagensglas. Reagensglasset rystes i 2 dage ved 30 °C. Celleme
hestes ved hjeelp af centrifugering i 10 minutter ved 3000 rpm.

DNA isoleres ifolge WO 94/14953 og opleses i 50 mi vand. DNA'et
transformeres ind i E. coli ved hjeelp af standardprocedurer. Plasmid-DNA
isoleres fra E. coli ved anvendelse af standardprocedurer og analyseres ved
hjelp af restriktionsenzymanalyse. cDNA-insertet skaeres ud ved anvendelse
af passende restriktionsenzymer og ligeres ind i en Aspergillus-
ekspressionsvektor.

Transformation af Asperqgillus oryzae elier Aspergillus niger

Protoplaster kan fremstilles som beskrevet i WO 95/02043, side 6, linie 2 -
side 17, linie 12, der medtages heri som reference.

100 pl af protoplast-suspensionen blandes med 5-25 pg af det beharige DNA |
10yl STC (1,2 M sorbitol, 10 mM Tris-HCI, pH = 7,5, 10 mM CaCl).
Protoplaster blandes med p3SR2 (et A. nidulans-amdS-gen-indeholdende

* plasmid). Blandingen henseettes ved stuetemperatur i 25 minutter. 0,2 ml 60 %

PEG 4000 (BDH 29576), 10 mM CaCl; og 10 mM Tris-HCI, pH 7.5, tilsaettes
og blandes omhyggeligt (to gange), og til sidst tilseettes 0,85 ml af den samme
oplesning og blandes omhyggeligt. Blandingen hensaettes ved stuetemperatur
i 25 minutter, centrifugeres ved 2500 x g i 15 minutter, og pelleten
resuspenderes i 2 mi 1,2 M sorbitol. Efter endnu en sedimentering spredes
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protoplasterne i minimale skale (Cove, Biochem. Biophys. Acta (1966),
113:51-56), som indeholder 1,0 M sucrose, pH 7,0, 10 mM acetamid som
nitrogen-kilde og 20 mM CsCl til haemning af baggrundsvaekst. Efter inkubation
i 4-7 dage ved 37 °C udtages sporer og spredes til enkeltkolonier. Denne
procedure gentages, og sporer fra en enkeltkoloni efter den anden reisolering
opbevares som en defineret transformant.

Test af Aspergillus oryzae- eller Aspergillus niger-transformanter

Hver af Asperygillus oryzae-transformanterne podes i 10 ml YPM (cf. nedenfor)
og opformeres. Efter 2-5 dages inkubation ved 30 °C fiemes supernatanten.
20 pl supernatant paferes i huller, der er stukket i substratpladen (se ovenfor).
Efter 1-24 timer viser phospholipase-aktivitet sig som en blagren zone omkring

Tilfersels-batchfermentering

Tifersels-batchfermentering blev udfert i et medium, som omfattede
maltodextrin som carbonkilde, urinstof som nitrogenkilde og geerekstrakt.
Tilfersels-batchfermenteringen blev udfert ved hjaelp af podning af en
rystekolbekultur af A. oryzae-veertsceller af interesse i en medium, som
omfattede 3,5 % af carbonkilden og 0,5 % af nitrogenkilden. Efter 24 timers
dyrkning ved pH 7,0 og 34 °C blev den fortigsbende tilfersel af yderligere
carbon- og nitrogenkilder indiedt. Carbonkilden blev holdt som den
begreensende faktor, og det blev sikret, at der var oxygen til stede i
overskydende maengder. Tilfersels-batchdyrkningen blev fortsat i 4 dage.

Isolering af DNA-sekvensen, der er vist i SEQ ID NO: 1

Den phospholipase-kodende del af DNA-sekvensen, der er vist i SEQ ID
NO: 1, som koder for phospholipasen ifelge opfindelsen, kan opnas fra den
deponerede organisme Escherichia coli DSM 11298 ved hjeelp af ekstraktion
af plasmid-DNA ved hjelp af kendte metoder (Sambrook et al. (1989),
Molecular cioning: A laboratory manual, Cold Spring Harbor lab., Cold 'Spring
Harbor, NY).

Medier
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YPD: 10 g geerekstrakt, 20 g pepton, H0 til 900 ml. Autoklaveret, 100 mi 20 %
glucose (steriffiltreret) tilsat. :

YPM: 10 g geerekstrakt, 20 g pepton, H,O til 900 mi. Autokiaveret, 100 mi 20
% maltodextrin (sterilfiltreret) tilsat.

10 x basalsalt: 75 g geer-nitrogenbase, 113 g ravsyre, 68 g NaOH, H;O til-1000
ml, steriffiltreret.

SC-URA: 100 m! 10 x basalsalt, 28 ml 20 % casaminosyrer uden vitaminer, 10
mi 1 % tryptophan, H;O til 900 ml. Autoklaveret, 3,6 ml 5 % threonin og 100 mi
20 % glucose eller 20 % galactose tilsat.

SC-agar: SC-URA, 20 g/l agar tilsat.

SC-variantagar: 20 g agar, 20 m! 10 x basalsalt, H,O til 900 ml, autoklaveret.
PEG 4000 (polyethylenglycol, molekyleveegt = 4.000) (BDH, England).
EKSEMPLER

EKSEMPEL 1

Fermentering af Fusarium oxysporum-phospholipase

En kultur af Fusarium oxysporum DSM 2672 pa et skrastivnet agarsubstrat
blev overfart til fem 500 mi-rystekolber, hver med 100 mi Bouillon-3-medium,
og omrystet ved 30 °C i 1 dag (200 rpm, amplitude 2,5 cm).

Sammensaetningen af Bouillon-3-medium var som folger:

Pepton 69l
Trypsinfordejet kasein 4 g/l
Gaerekstrakt 3gi
Kadekstrakt 1,5 aft
Glucose 19/
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Mediet blev autoklaveret ved 121 °C i 40 minutter.

Dyrkningsmediet fra disse Boullion-3-rystekolber blev anvendt som podekultur
til podning af tyve 500 mi-rystekolber, hver med 200 mi PL-1-medium.

Sammensatningen af PL-1-mediet var som legér:

Pepton 1091
Tween®-80 12g/
MgS04.7H;0 29/
CaCl,.2H,0 0,1 g/
pH fer autoklavering 6,0

Mediet blevrautoklaveret ved 121 °C i 40 minutter.,

Hver PL-1-rystekolbe blev podet med 0,5-2 mi Boullion-3-dyrkningsmedium og
rystet ved 200 rpm (amplitude 2,5 cm) ved 30 °C i 5 dage. Dyrkningsmediet fra
rystekolberne blev puljet ved host til opnaelse af 3,9 | med et enzymudbytte pa
53 LU/ml.

EKSEMPEL 2

Oprensning af phospholipase

Trin 1)En liter fermenteringssupematant blev centrifugeret, og det resulterende
preecipitat blev smidt ud. Supemnatanten blev herefter justeret til 0,8 M
ammoniumacetat ved hjaelp af tilseetning af fast ammoniumacetat.

Trin 2)Hydrofobisk kromatografi - Toyopearl butyl 650 C-matrix blev leveret af
Toso Hass (R6hm and Haas Company, Tyskland). En 50 ml-s@jle blev pakket
med matrixen. Sgjlen blev vasket med 50 % ethanol og efterfelgende med
vand. Sejlen blev herefter' aekvilibreret med 0,8 M ammoniumacetat.
Fermenteringssupernatanten, som var justeret med 0,8 M ammoniumacetat,
blev herefter pasat sgjlen. Ubundet materiale blev herefter vasket med 0,8 M
ammoniumacetat, indtil alt UV-absorberende materiale (280 nm) var fiemet.
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Sgjlen blev herefter elueret med vand og efterfelgende med 50 % ethanol.

Phospholipase-aktivitet blev bestemt ved pH 4,5 og 40 °C ved anvendelse af
Nefa-kittet som beskrevet ovenfor. Fraktioner, som indeholdt aktivitet i vand-
og alkohol-eluat, blev puljet. Aktiviteten blev mailt ved pH 4,5 ved anvendelse
af et Nefa-kitassay.

Fraktioner, som indeholdt phospholipase-aktivitet, blev herefter puijet og
dialyseret og opkoncentreret ved anvendelse af en Amicon-
ultrafitreringsmembran med en afskaering pa 10 kDa.

Trin 3)Negativ absorption pa DEAE-hurtigflowkromatografi.

DEAE FF blev kebt ved. Pharmacia, og en 50 ml sgjle blev pakket med
matrixen.

Swjlen blev herefter vasket som beskrevet af producentén og eekvilibreret med
25 mM Tris-acetatbuffer, pH 7.

Den dialyserede og opkoncentrerede preve blev herefter justeret til pH 7 og
konduktans 2 mSi og pasat en DEAE FF-anionbytningssajle.

Aktivitet blev opsamlet som effluent. Aktiviteten binder ikke til en anionbytter
ved pH 7. '

Effluenten fra DEAE FF, som indeholdt aktivitet, blev opkoncentreret og
dialyseret ved anvendelse af en Amicon-membran med en afskeering pa 10

+ kDa og en 25 mM natriumacetat-buffer, pH 6.

Gelfiltrering pa Superdex 75.

Superdex 75-forpakket sgjle Hiload Tm 16/60 fra Pharmacia blev vasket og
akvilibreret med 25 mM natriumacetat, pH 6, som indeholdt 150 mM NaCl.

To ml af den opkoncentrerede effluent fra anionbytteren, som fremviste
phospholipase-aktivitet ved pH 4,5 og 40 °C, blev pasat Superdex-sejlen.

Aktiviteten blev separeret fra ved hjeelp af gelfiltrering med en flowhastighed
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pa 1 mi/minut.
EKSEMPEL 3

Karakterisering af oprenset phospholipase, som er opnaet fra Fusarium
oxysporum

En karakterisering som beskrevet nedenfor blev udfert pd en Fusarium

oxysporum-phospholipase, der var fermenteret som beskrevet i eksempel 1 og
oprenset som beskrevet i eksempel 2.

Molekyleveegten for phospholipase-enzymet blev bestemt ved anvendelse af
feerdigstebte 4 tit 20 % SDS-PAGE-geler fra Novex Tm. Proteinets
molekylevaegt blev bestemt under reducerende betingelser som beskrevet

Foro F. oxysporum-phospholipase viste molekylevaegten sig at veere 29-30
kDa under reducerende betingelser.

Det isoelektriske punkt blev bestemt ved anvendelse af Ampholine PAGE-
plader fra Pharmacia.

For F. oxysporum viste pl for proteinet sig at veere omkring neutrait pH,
fortrinsvis i intervallet 5,8 til 6,8.

Phospholipases termostabilitet

Termostabiliteten for phospholipase fra Fusanium oxysporum blev testet ved
hjzelp af DSC (differentiel scanningskalorimetr). Den termale
denatureringstemperatur, Td, blev afizest som spidsen af denatureringstoppen
i termogrammer (Cp vs. T), der opndedes efter opvarmning af
enzymoplasninger ved envkonstant. programmeret opvarmningshastighed.

Eksperimentelt

En DSC |l fra Hart Scientific (Utah, US, 1993) blev anvendt til forsegene.

50 mM bufrede oplasninger blev anvendes som oplgsningsmiddel for enzymet
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(ca. 2 mg/ml) ved enten pH 10 (50 mM glycinbuffer), pH 7 (50 mM HEPES-
buffer + 10 mM EDTA) eller pH 4 (50 mM citratbuffer). Enzym blev oprenset
ifeige eksempel 2 ovenfor.

750 pl enzymoplgsning blev overfert til 1 mi forsejlelige standard-hastelloy-
ampuller fra Hart Scientific. Ampuller blev indfert i kalorimeteret og nedkelet til
5 °C i 15 minutter. Der blev foretaget termal aekvilibrering far DSC-scanningen.
DSC-scanningen blev udfert fra 5 °C til 95 °C ved en scanningshastighed pa
ca. 90 Kftime. Denatureringstemperaturer blev bestemt ved en ngjagtighed pa
ca.x2°C.

Resultater:

TABEL 1: Spids af denaturerinqstop som funktion afrpH

pH  Td(°C)
4 57°C
7 62°C
10 55°C

Det skal bemeerkes, at disse forseg blev udfert i ﬁav&r af en oliematrix, som
kan influere betydeligt pa enzymstabilitet. DSC-resultaterne viser en maksimal
stabilitet i neerheden af neutralt pH.

Hvis man forudszetter irreversibel termal denaturering, er en relevant
arbejdstemperatur ved industriel anvendelse, sdsom degummering af olier (US
5 264 367), mindst ca. 10 grader lavere end Td-temperaturerne, der er anfert i
tabel 1 ovenfor.

Aminoterminal sekvens

Aminoterminal analyse blev udfert ved anvendelse af Edman-degradering med
Applied Biosystem-udstyr (ABI 473A protein sequencer, Applied Biosytem,
USA) som beskrevet af producenten.

N-terminal(e) sekvens(er):
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For Fusarium oxysporum-phospholipasen er den N-terminale sekvens:
N-terminal A-V-G-V-T-T-T-D-F-S-N-F-K-F-Y-I|
Den N-terminale aminosyre "A" (Ala) er position 31 i SEQ ID NO: 2. Dette
viser, at det modne phospholipase-enzym ifelge opfindelsen starter i position
31iSEQID NO: 2.
Folgeligt er den modne sekvens fra 31-346 i SEQ 1D NO: 2.

EKSEMPEL 4

Phospholipase A-aktivitet

Phospholipase A-aktiviteten blev bestemt med sojabenne-lecithin som
substrat som beskrevet ovenfor ((Nefa-testbaser-assay) ved pH 4,5 og 40 °C.

Fusarium oxysporum-phospholipasen viste signifikant phospholipase A-
aktivitet ved betingelserne, der er beskrevet ovenfor.

EKSEMPEL §
Aktivitet mod L-a-lysophosphatidylcholin

Phospholipase-aktiviteten blev bestemt emd L-a-lysophosphatidyléholin som
substrat som beskrevet ovenfor ((Nefa-testbaser-assay) ved pH 4,5 og 40 °C.

Fusarium oxysporum-phospholipasen viste signifikant aktivitet mod L-a-
lysophosphatidylcholin ved betingelserne, der er beskrevet ovenfor.

EKSEMPEL 6

Phospholipase-aktivitet i enkeltlags-opsaetning

" Et enkeltlags-udstyr (nul ordens-niveau, KSV5000, KSV Instruments, Finland)

er blevet anvendt tii maling af forskelige enzymers aktivitet mod
phospholipidet DDPC (didicanoy! (C10)-phosphatidyicholin).
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Forseg

Pa den grundigt oprensede overflade af en bufferopiesning (10 mM TRIS, pH
8,0, 25 °C) blev et enkeltlag af DDPC spredt fra en chloroform-oplesning. Efter
afspeending af enkeltiaget (fordampning af chloroform) justeres
overfladetrykket tit 15 mN/m, som svarer til et gennemsnitligt molekyleareal for
DDPC pa ca. 63 A%molekyle. En bufferoplasning (se ovenfor), som indeholder
ca. 60pg enzym, injiceres genhem enkeltlaget ind i underfasen af
reaktionsdelen (cylinder med et areal pa 1520 mm? og et volumen pa 30400
mm?) i "nul ordens-niveauet’. Enzymatisk aktivitet manifesterer sig ved
hastigheden af en mobil spaerring, som komprimerer enkeltlaget for at
opretholde  konstant overfladetryk, efterhanden som  uopleselige
substratmolekyler hydrolyseres tii mere vandopleselige reaktionsprodukter.
Efter at have verificeret, at den vandige opleselighed af reaktionsprodukterne
(kaprinsyre og DDPC) er betydelig hojere end for DDPC, @stimeres antallet af -
DDPC-molekyler, som hydrolyseres pr. minut ved hjeelp af enzymet, ud fra det
gennemsnitlige molekyleareal (MMA) for DDPC.

Resultater

TABEL 2. Enzymers aktivitet mod DDPC i en enkeltlags-opstilling

Enzym Aktivitet”
(nmol/min)

Sigma P9279 (PLAZ fra bigift, 850 U/mg) 1,9
Enzym fra Fusarium oxysporum 2,7
Candida antarctica-B bestanddels-lipase 0
Candida antarctica-A bestanddels-lipase 0
Rekombinant marsvinepancreas-lipase (rGPL) 0,2
_Lipolase® (Novo Nordisk A/S) <0,1

"7 Beregnet ud fra réduktion i enkeltlag-areal pr. tidsenhed, induceret ved hjeelp

af tilstedeveerelse af enzym.

"Enzym fra Fusarium oxysporum" i tabel 2 er en phospholipase ifeige
opfindelsen, der er oprenset som beskrevet i eksempel 2.

NZAS-0007626



10

15

20

25

30

'35

65

Konklusion

Der blev ingen phospholipase-aktivitet pavist for de fleste af enzymerne,
bortset fra lipaser, der er opndet fra marsvinelipase, som viste mindre
phospholipase-aktivitet. '

Phospholipasen ifglge opfindelsen, der var opnaet fra Fusarium oxysporum,
viste overraskende hgj signifikant phospholipase-aktivitet.

Folgeligt defineres i den foreliggende opfindelse udtrykket "phospholipase-
aktivitet”, der anvendes heri i forbindelse med en phospholipase ifelge
opfindelsen, som en aktivitet, der i "enkeltiags-phospholipase-assayet’, der er
vist ovenfor, er mindst 0,25 nmol/minut, enzymdosis: 60 ug, mere fortrinsvis

_mindst 0,40 nmol/minut, enzymdosis: 60 ug; mere fortrinsvis  mindst

0,75 nmoVminut, enzymdosis: 60 pg; mere fortrinsvis mindst 1,0 nmol/minut,
enzymdosis: 60 pg; mere fortrinsvis mindst 1,25 nmol/minut, enzymdosis:
60 pg; og endnu mere fortrinsvis mindst 1,5 nmol/minut, enzymdosis: 60 pg.
Udtrykket "lipase med phospholipase-sideaktivitet" defineres felgeligt som en
lipase med phospholipase-sideaktivitet, hvor phospholipase-sideaktiviteten i
"enkeltlags-phospholipase-assayet’, der er vist i eksempel 6, er mindre end de
ovenfor navnte tal, der specificerer phospholipase-aktivitet.

Et eksempel pa en lipase med phospholipase-sideaktivitet ifeige definitionerne
heri er marsvine-lipasen, der er vist i tabel 2 ovenfor. Neevnte marsvine-lipase
har en phospholipase-sideaktivitet i "enkeltlags-phospholipase-assayet”, der er
mindre end 0,25 nmol/minut, enzymdosis: 60 pg.

EKSEMPEL 7

Kloning oq ekspression af en phospholipase fra Fusarium oxysporum DSM
2672

Kloning og ekspression blev udfert ved anvendelse af ekspressionskloning-i-
geer-teknikken som beskrevet ovenfor.

mRNA blev isoleret fra Fusarium oxysporum DSM 2672, der var dyrket som
beskrevet ovenfor, herunder bevaegelse for at sikre tilstraekkelig ilttifersel.

NZAS-0007627



66

Mycelia blev hostet efter 3-5 dages vaekst, straks nedfrosset i veeskeformig
nitrogen og opbevaret ved -80 °C. Et bibliotek fra Fusarium oxysporum DSM
2672, som bestod af ca. 9 x 10° individuelle kloner, blev konstrueret i E. coli
som beskrevet med en vektorbaggrund pa 1 %. Plasmid-DNA fra nogle af

5 pulierne blev transformeret ind i geer, og der opnaedes 50-100 skale, som
indeholdt 250-400 gaerkolonier, fra hver pulje.

Phospholipase-positive kolonier blev identificeret og isoleret i substratskale (se
ovenfor). cDNA-inserts blev amplificeret direkte fra geerkolonieme og

10 karakteriseret som beskrevet i Materialer og metoder-afsnittet ovenfor. DNA-
sekvensen for cDNA'et, der koder for phospholipasen, er vist i SEQ ID NO: 1,
og den tilsvarende aminosyresekvens er vist i SEQ ID NO: 2. | SEQ ID NO: 1
“definerer DNA-nukleotiderne fra nr. 23 til nr. 1060 det phospholipase-kodende
omrade. Den del af DNA-sekvensen i SEQ ID NO: 1, som koder for den

15 modne del af phospholipasen, omfatter positioneme 113 til 1060, der svarer til
aminosyrepositionerne 31-346 i SEQ ID NO: 2.

cDNA'et er opnaeligt fra plasmidet i DSM 11299,

20 Totalt DNA blev isoleret fra en geerkoloni, og plasmid-DNA blev indvundet ved
hjeelp af transformation af £. coli som beskrevet ovenfor. For at udtrykke
phospholipasen i Aspergillus blev DNA'et fordejet med passende
restriktionsenzymer og sterrelsesfraktioneret pa gel, og et fragment, som
svarede til phospholipasegenet, blev oprenset. Genet blev efterfalgende ligeret

25 til pHD414 og fordgjet med passende restriktionsenzymer til opnaelse af
plasmidet pA2PH10. ‘

Efter amplifikation af DNA'et i E. coli blev plasmidet transformeret ind i
Aspergillus oryzae som beskrevet ovenfor.

30
Test af A. oryzae-transformanter

Hver af transformanterne blev testet for enzymaktivitet som beskrevet ovenfor.
Nogle af transformanterne havde en phospholipase-aktivitet, som var

35 signifikant hejere end Aspergillus oryzae-baggrunden. Dette viser effektiv
ekspression af phospholipasen i Aspergillus oryzae.
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EKSEMPEL 8

Rekombinant ekspression af en Fusarnum oxysporum-phospholipase

En A. oryzae-transformant, som omfattede Aspergillus-ekspressionsvektoren
pA2PH10 (se eksempel 7), blev tilfersels-batchfermenteret som beskrevet
ovenfor. Oprensning af den rekombinant producerede F. oxysporum-
phospholipase blev udfert som beskrevet i eksempel 2.

EKSEMPEL 9

Karakterisering af en rekombinant udtrykt og oprenset phospholipase, der er
opnaet fra Fusarnum oxysporum

Karakteriseringen blev udfert pa en rekombinant udtrykt bg efiterfelgendie
oprenset Fusarium oxysporum-phospholipase (se eksempel 8).

Disse karakteriseringsresultater med hensyn til den rekombinante F.
oxysporum-phospholipase ifelge opfindelsen svarer perfekt overens med
karakteriseringsresultaterne, der er vist i eksempel 3, hvor det blev vist, at det
rekombinant udtrykte og oprensede enzym var det samme som den ikke-

- rekombinant udtrykte og oprensede phospholipase, der blev karakteriseret i

eksempel 3.

Generelle assays, som anvendes til at karakterisere en rekombinant
produceret phospholipase, der er opnaet fra F. oxysporum

Phospholipase-assays

Phospholipase-aktivitet (PHLU) blev malt som frigerelsen af fri fedtsyrer fra
lecithin. 50 pl 4 % L-a- phosphatidyicholin (plante-lecithin fra Avanti, USA), 45
% Triton X-100, 5 mM CaCl, i 50 mM HEPES, pH 7, blev tilsat, 50 pl enzym-
oplasning, som var fortyndet til en passende koncentration i 50 mM HEPES,
pH 7. Preverne blev inkuberet i 10 minutter ved 30 °C, og reaktionen blev
standset ved 95 °C i 5 minutter for centrifugering (5 minutter ved 7000 rpm).
Fri fedtsyrer blev bestemt ved anvendelse af Nefa C-kittet fra Wako Chemicals
GmbH; 25 pl reaktionsblanding blev tilsat til 250 pl reagens A og inkuberet i 10
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minutter ved 37 °C. Herefter blev 500 pl reagens B tilsat, og proven blev
inkuberet igen, 10 minutter ved 37 °C. Absorptionen ved 550 nm blev mait ved
anvendelse af et HP 8452A dioderekke-spektrofotometer. Prever blev
analyseret mindst in duplo. Substrat- og enzymblindprever (forvarmede
enzympraver (10 minutter ved 95 °C) + substrat) blev indbefattet. Oleinsyre
blev anvendt som fedtsyrestandard. 1 PHLU svarer til den maengde enzym,
der er i stand til af frigere 1 pmol fri fedtsyre/minut under disse betingelser.

Alternativt blev assayet kert ved 37°C i 20 mM citratbuffer, pH 5 (Ca®*-
afhaengighed) eller 20 mM Britton-Robinson-buffer (pH-
profiltemperaturprofil/stabilitet).

Phospholipase A1-aktivitet (PLA1) blev malt ved anvendelse af 1-(S-
decanoyl)-2-decanoyl-1-thio-sn-glycero-3-phosphocholin  (D3761 - Molecular
Probes) som substrat. 190 pl substrat (100 pyl D3761 (2 mg/ml i ethanol) +
50 p! 1 % Triton X-100 + 1,85 ml 50 mM HEPES, 0,3 mM DTNB, 2 mM CaCly,
pH 7) i en 200 pl-kuvette blev tilsat 10 pl enzym, og absorptionen ved 410 nm
blev méalt som funktion af tiden pa HP 8452A-dioderaekke-spektrofotometeret
ved stuetemperatur. Aktivitet blev beregnet som kurvens haeldning i det
linesere omrade. PLA1 svarer til den maengde enzym, der er i stand til at
frigere 1 pmol fri fedtsyre (thiol)/minut ved disse betingelser.

Phospholipase A2-aktivﬁet (PLA2) blev mait ved 40 °C ved anvendelse af 1-
hexadecanoyl-2-(1-pyrendecanoyl)-sn-glycero-3-phosphocholin (H361

Molecular Probes). 2 mi substrat (50 pl 1 % Triton X-100 + 25 pl 0,1 % H361i

methanol + 10 mi 50 mM HEPES, pH 7) i en 2 ml-kuvette med omrering blev
tilsat 10 p! enzym, og pyren-fluorescens-emissionen blev mailt ved 376 nm
(excitation ved 340 nm) som funktion af tiden (1 sekund-intervaller) ved
anvendelse af Perkin Elmer LS50-apparatet. |1 Triton X-100/phospholipid-
micellemne blev koncentrationen af phospholipid justeret til at have excimer-
danneise (emitterer ved 480 nm). Ved spaltning frigeres fedtsyren i 2-
positionen, som indeholder pyrengruppen, til vandfasen, hvilket resulterer i en
stigning i monomer-emissionen. PLA2 blev beregnet som haeldningen af
kurven i det linezere omrade ved tilsvarende betingelser.

Lipase-assays
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Lipase-aktivitet (LU) blev malt ifelge Novo Nordisk publikation AF 95.
Hydrolysen af tributyrin ved 30°C og pH 7 blev efterfulgt af et pH-stat-
titreringsforseg. 1 LU svarer til den maengde enzym, der er i stand til at frigere
1 pmol smersyre/minut under standardbetingelser.

Aktivitet pa olivenolie (SLU) blev mait som felger: 12 ml 5 mM Tris-HCI, 40 mM
NaCl, 5 mM CaCl,, pH 9, blev tilsat til 2,5 ml Sigma Lipase-substrat. pH blev
justeret til pH 9 eller lige under for tilseetning af 0,5 ml lipase-opigsning
(fortyndet i buffer) og udfersel af et pH-stat-titreringsassay ved 30 °C ved
anvendelse af Titralab, som er kommercielt tilgeengeligt fra Radiometer A/S,
Kgbenhavn, Danmark. 1 SLU svarer tit den maengde enzym, der er i stand til
at frigere 1 pmol fri fedtsyre/minut ved pH 9, 30 °C.

Karakterisering af en rekombinant fremstillet F. oxysporum-phospholipase

Assayene, som blev anvendt til karakterisering af enzymeme, der er naevnt
nedenfor, var assayene, der er beskrevet umiddelbart ovenfor.

Enzymer

PL fra Fusarium oxysporum med aminosyresekvensen, der er vist i SEQ ID
NO: 2. .

Batch F-9700989, ODag 0,83 (0,69 mg/ml), renhed > 95 % (SDS-PAGE).
Enzymet blev rekombinant udtrykt og oprenset som beskrevet ovenfor.
Lecitase™ Batch L546-F06 (10368 IU/ml, ca. 20 mg/ml). Lipolase® (Novo

- Nordisk A/S).

Ca®"'s indflydelse pa phospholipase-aktiviteten hos F. oxysporum-lipase-
phospholipase blev undersegt. Der observeredes ingen starre forskel, uanset
om EDTA eller Ca?* var indbefattet i assayet eller ej (se tabel 3 nedenfor), og
enzymet synes saledes at veere relativt uafheengigt af ca®.

TABEL 3. F. oxysporum-phospholipase-aktivitets (PHLU) afheengighed af

EDTA og CaCl, - 2 % lecithin, 2 % Triton X-100. 20 mM citrat,_pH 5 ved 37 °C
5mM | 1mM | 1TmM | 2mM | 5mM 10 mM
EDTA | EDTA | CaCl; | CaCl, | CaCl; CaCl;
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Relativ

aktivitet’

1,05

1,10

0,90

0,90

0,89

! Relativ aktivitet er i forhold til aktiviteten ved 1 mM CaCl,, der er normaliseret

til 1.

pH-profilen blev undersegt i Britton-Robinson-buffer ved anvendelse af plante-
lecithin som substrat (tabel 4). Selvom enzymet viser en alkalisk pH-profil pa
phospholipid med et optimum ved pH 9 eller hgjere, er aktiviteten stadig
tilstraekkelig hej til tilvejebringelse af degummering af olier ved lavt pH og
anvendelse ved bagning (se nedenfor for en sammenligning af specifikke

aktiviteter).
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TABEL 4. Fusanum oxysporum-phospholipases pH-profil. 2 % lecithin, 2 %
Triton X-100, 20 mM BR, 37 °C

pH3 | pH4 | pH5 | pHE pH7 pH 8 pH9

Relativ 0,08 0,12 0,16 0,28 0,52 0,76 1,00
aktivitet'

' Relativ aktivitet er i forhold til aktiviteten ved pH 9, der er nommaliseret til 1.

Temperaturprofiler for phospholipasen opnaedes ved pH 5; aktiviteten
begynder at falde ved temperaturer over 40 °C (tabel 5). Dette er i rimelig
overensstemmelse med temperaturstabiliteten, der males ved praeinkubering
af enzymet og efterfelgende maling af residual-aktivitet (tabel 6), hvor enzymet
er stabilt ved temperaturer op til 45 °C ved pH 5.

TABEL 5 F. oxyspo}um-phosphblipase's temperaturprofil, 2 % lecithin, 2 %
Triton X-100, 20 mM BR '

30°C | 40°C | 45°C | 50°C | 55°C

pHS5 0,85 1,00 0.67 0,38 0,13

Alle data er vist som relative aktivitetsdata i forhold til aktiviteten ved pH 5,
40 °C, der er normaliseret til 1.

TABEL 6. Fusanum _oxysporum-phospholipases temperaturstabilitet:
reeinkubation 30 minutter i 20 mM BR

5°C 30°C | 40°C | 45°C 50 °C 55 °C

pHS 1,00 0,91 1,03 1,07 0,65 0,00

Alle data er vist som residualaktivitetsdata, hvor aktiviteten efter praeinkdbation
ved 5 °C er normaliseret til 1.

Enzymets lave stabilitet kan veere fordelagtig til registrering af et eventuelt
produkt som en proceshjelp, da det aktive enzym ikke ber forventes i
slutproduktet ved hverken degummering af spiseolier eller i bagte produkter.

Phospholipasen, der er opnaet fra Fusarium oxysporum ifglge opfindelsen, har
bade phospholipase- og lipase-aktivitet.
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Folgeligt blev enzymets aktivitet pa forskellige lipase- og phospholipase-
substrater undersegt og sammenlignet med aktiviteten hos den kommercielt
tilgeengelige phospholipase Lecitase™ og den kommercielt tilgeengelige lipase
Lipolase® (Novo Nordisk A/S).

F. oxysporum-phospholipaseflipasen har hgj aktivitet pd bade tributyrin og
olivenolie ved pH 7 og 9 (tabel 7). Til sammenligning er den specifikke aktivitet
hos Lipolase® ca. 5000 LU/mg. Imidlertid fremviser F. oxysporum-lipasen i
modsaetning il Lipblase® en meget bredere specificitet med betydelig
phospholipase-aktivitet og ogsa thioesterase-aktivitet (se enkeltlags-eksempel
6 ovenfor, som viser, at Lipolase® ikke har en malbar phospholipase-aktivitet).

F. okysporum-phospholipase/lipasen ifelge opfindelsen har en specifik aktivitet
pa lecithin, som er betydelig hgjere end den hos phospholipasen Lecitase™

- (svinepancreas-PLA2) ved pH 7 (tabel 7).

Sammenlignet med Lecitase™ har F. oxysporum-enzymet en 100 gange
hojere aktivitet ved pH 7. Phospholipase:lipase-forholdet for F. oxysporum-
enzymet er ca. 0,225 (1000 LU/mg/225 PHLU/mg) under tilsvarende
betingelser (pH 7 og 30 °C).

TABEL 7. F. oxysporum-lipase/phospholipasens aktivitet - sammenligning med
Lecitase™

Enzym LU/mg | PLU'Ymg | PHLU/mg | SLU/mg | PLA1/mg
F. oxysporum 1000 73 225 3090 2,04
Lecitase™ <0,25 2,5 1,2-3,2 06 0

'PLU blev malt i lighed med PHLU men i 20 mM citrat, pH 5 og ved 37 °C i
stedet for 50 mM HEPES, pH 7 ved 30 °C.

F. oxysporum-lipase/phospholipasens specificitet blev undersegt ved
anvendelse af substrater, der er specifikke for phospholipase A1, ved maling
af spaltningen af thioester-bindingen i 1-positionen i 1-(S-decanoyl)-2-
decanoyl-1-thio-sn-glycero-3-phosphocholin.

Enzymet hydrolyserer klart 1-positionen i phospholipid (tabel 7), mens
Lecitase™ (svinepancreas-PLA2) som forventet ikke viste aktivitet pa dette
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substrat.

C-terminal aminosyresekvens for Fusarnum oxysporum-phospholipasen ifblqe
opfindelsen '

Den N-terminale aminosyresekvens for det rekombinant udtrykte modne
phospholipase-protein blev bestemt som beskrevet i eksempel 3, og det blev

_fastslaet, at denne N-terminale sekvens var den samme som bestemt for det

ikke-rekombinant dannede og oprensede enzym (se eksempel 3).

MALDI-TOF-massespektrometri blev udfert ved anvendelse af et VG TofSpec-
massespektrometer (Micromass, Manchester, UK) som beskrevet i Christgau
et-al., Biochem. J. 319:705-712, 1996.

 Baggrund

Den N-terminale aminosyresekvens for Fusarium oxysporum-phospholipasen,
som er udledt fra DNA-sekvensen, forudser i kombination med den kendte N-
terminale aminosyresekvens for den modne phospholipase et protein pa 315
aminosyrerester (aminosyrerne 31-346 i SEQ ID NO: 2). Den teoretiske masse
for dette udledte protein er 33.256,8 Da.

Ved anvendelse af MALDI-TOF-massespektrometri har vi tidligere bestemt
massen af den native lipase/phospholipase fra F. oxysporum til at veere 28,2
kDa (data ikke vist), og pad SDS-PAGE viste det sig, at molekylevaegten er 29-
30 kDa (se ovenfor).

Da de N-terminale sekvenser for den native og den rekombinante F.
oxysporum-lipase er identiske, er det sandsynligt, at masseforskellen, som ses
mellem den udledte masse og den eksperimentelle masse, er forarsaget af C-
terminal processering.

For at undersege dette har vi isoleret det C-terminale peptid fra den
rekombinante F. oxysporumHipase, som er udtrykt i A. oryzae, og sekventeret
det gennem dets C-terminal.
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Strategi

Den gennemsnitlige masse for den native lipase/phospholipase fra F.
oxysporum pa 28,2 kDa kan anvendes til at forudsige den mest sandsynlige C-
terminale rest, som viser sig at vaere Ser303 (SEQ 1D NO: 2).

Denne forudsigelse er baseret pa den formodning, at enzymet er ikke-
glycosyleret. Det enkelte potentielle N-glycosyleringssite, som findes i
sekvensen i Asn163, anvendes sandsynligvis ikke, da der findes en Pro-rest i
position 164. Tilstedeveerelsen af en Pro-rest i den anden rest i
konsensussekvensen for N-glycosylering (Asn-Xaa-Ser/Thr) er aldrig blevet
rapporteret. Endvidere tyder formen af toppen i massespektret ikke pa
glycosylering. Toppen er imidlertid bredere, end man saedvanligvis oplever for
homogene proteiner, hvilket indikerer muligheden for starrelsesheterogenitet.
Da enzymets N-terminal er veldefineret, er sterrelsesheterogeniteten mest
sandsynligt forarsaget af heterogen C-terminal processering.

En gennemgang af SEQ ID NO: 2 (se nedenfor) viser, at den udledte C-
terminal er placeret teet pa den sidste af de 8 Cys-rester i sekvensen.
Indfarelse af en radioaktiv tag pa Cys-resterne ger peptiderne, der indeholder
Cys-rester, lette at spore gennem peptidoprensning. En kombination af den
radioaktive tagging med proteolytisk degradering ved anvendelse af Asp-N-
proteasen, som spalter foran Asp-rester, vil resultere i et tagget C-terminalt
peptid. Endvidere vil tre indre peptider blive tagget. Sekventering af alle

. taggede peptider vil afslere enzymets C-terminal.
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31 AVGVTITIDFS NFKFYIQHGA AAYCNSEAAA GSKITCSNNG CPTVQGNGAT 80
R
81 IVTSFVGSKT GIGGYVATDS ARKEIVVSFR GSINIRNWLT NLDFGQEDCS 130
¥ (”

131 LVSGCGVHSG FQRAWNEISS QATAAVASAR KANPSFNVIS TGHSLGGAVA 180

181 VLAAANLRVG GTPVDIYTYG SPRVGNAQLS AFVSNQAGGE YRVTHADDPV 230

: Y -
231 PRLPPLIFGY RHTTPEFWLS GGGGDKVDYT ISDVKVCEGA ANLGCNGGTL 280

4
281 GLDIAAHLHY FQATDACNAG GFSWRRYRSA ESVDKRATMT DAELEKKLNS 330
T

331 YVOMDKEYVK NNQARS ’ 346

SEQ ID__NO:2: Udledt aminosyresekvens for F.  oxysporum-

lipase/phospholipasen.

Sekvensen er udledt fra DNA-sekvensen og starter i N-terminalen, som er
bestemt eksperimentelt for bade det native og det rekombinante enzym. De 8
Cys-rester er vist med U, mens den C-terminale Ser-rest, som er udledt ved
hjeelp af MALDI-TOF-massespektrometri af det native enzym, er vist med 1.
Asn-resten, som findes i konsensussekvensen for N-glycosylering (NXS/T) er
vist med (0), men benyttes efter al sandsynlighed ikke, da X er en Pro-rest.

Forsggsresultater

Enzymet var PL fra Fusanum oxysporum med aminosyresekvensen, der er
visti SEQ ID NO: 2.

'Batch-F-9700989, OD2go = 0,83 (0,69 mg/ml), renhed > 95 % (SDS-PAGE).
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Enzymet blev udtrykt rekombinant og oprenset som beskrevet ovenfor.

Enzymet blev denatureret og disulfidbindingerne blev reduceret, fer
thiolgrupperne blev reageret med I-{1-'*C}-CH.CONH,.

Efter den radioaktive tagging af Cys-resteme blev lipasen degraderet ved
anvendelse af Asp-N-proteasen.

De dannede peptider blev fraktioneret ved anvendelse af modfase-HPLC. De
opsamiede fraktioner blev udsat for MALDI-TOF-massespektrometri og
scintillationsteelling. Fraktioner, som indeholdt betydelige maengder af
radioaktivitet, biev valgt til fornyet oprenset ved anvendelse af modfase-HPLC.

De pany oprensede fraktioner blev udsat for scintillationsteelling, og
fraktionerne, som indeholdt radioaktivitet, blev efterfglgende sekventeret.

Nedenfor er vist en oversigt over resultateme. Dette skema kan se kaotisk ud
pa grund af de mange anferte sekvenser. Skemaet indeholder imidiertid al den
sekvensdata, der er opnéet fra de radioaktive fraktioner, og udger derfor
grundlaget for de dragede konklusioner. Det skal bemzerkes, at alle Cys-rester
er deekket ved sekventeringen, de fleste af dem mere end en gang. En anden
ting at bemaerke er, at de afvigende spaltninger, som ses, resulterer i et stort
antal sma radioaktivt maerkede peptider.
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Aminosyresekvenserne, der er opnaet ved hjeelp af sekventering af de
radioaktivt taggede peptider, stammede fra rekombinant F. oxysporum-enzym.
Sekvenserne er parallelopstillet med aminosyresekvensen, der er udiedt fra
DNA-sekvensen. De 8 Cys-rester er vist med U, mens den C-terminale Ser-
rest, der er udledt ved hjeelp af MALDI-TOF-massespektrometri af det native
enzym, er vist med T.

Forsegskonklusion

Ud fra sekventeringen af alle de radioaktivt taggede peptider er det klart, at
den C-terminale del af aminosyresekvensen, der kodes i DNA'et, processeres
under ekspressionen af lipasen fra F. oxysporum. Peptidsekvenserne peger
pa Ser303 som den mest sandsynlige C-terminale rest i det modne enzym i

overensstemmelse med resuitatet fra MALDI-TOF-massespektrometri.

Pa basis af dataene kan det imidlertid ikke udelukkes, at der finder differentiel
C-terminal processering sted, som farer til heterogene C-termini, for eksempel
tyder ét peptid pa, at Phe272 ogsa kan findes som en C-terminal rest.

EKSEMPEL 10

Generel beskrivelse af assay for enzymatisk deqummering af spiseolie

Udstyr til udferelse af enzymatisk deqummering

Udstyret bestar af en 1 |-kappebekizedt stalreaktor, som er udstyret med et
stalldg, en skrue (600 rpm), skeerme, en temperaturfeler, et indlebsrer i
toppen, en tilbagelabskeler (4 °C) i toppen og et udlgbsrer i bunden.
Reaktorkappen er forbundet med et termostatbad. Udigbsreret er ved hjaelp af
silikoneslanger forbundet til et Silverson-i linie-blandehoved, der er udstyret
med en "firkantet hul- hej shearing-skeerm"”, som styres af en Silverson L4RT-
hej shearing-lab-blander (8500 rpm, flow ca. 1,1 I/minut). Blandehovedet er
udstyret med en kgleslange (5-10 °C) og et udlgbsrer, der via silikoneslanger
er forbundet med reaktorens indlebsrer. En temperaturfoler er indsat i
silikoneslangen umiddelbart efter blandehovedet. Den eneste forbindelse fra
reaktor/blandehoved-systemet til atmosfeeren er gennem tilbagelgbskeleren.
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Generel procedure til udferelse af enzymatisk deqummering

Alt kele- og termostatudstyr teendes. Herefter indferes 0,6 | (ca. 560 g) olie i
reaktoren, som holdes pa ca. den temperatur, der er ngdvendig for det
specifikke forsgg. Lab-blanderen teendes, hvorved olien starter med at
cirkulere fra reaktoren til blandehovedet og tilbage til reaktoren. Systemet far
mulighed for at aekvilibrere i ca. 10 minutter, i lebet af hvilket tidsrum
temperaturen finindstilles. Forbehandlingsperioden starter med tilseetning af
0,6 g (2,86 mmol) citronsyremonohydrat i 27 g MilliQ-vand (tilsat vand vs. olie
= 4,8 % (vaegt/vaegt; [citronsyre] i vandfase = 106 mM, i vand/olie-emulsion =
4,6 mM), hvilket seetter t = 0. Til t = 30 minutter tilsaettes en passende
meengde af en 4 M NaOH-oplgsning.

0,0 aekviv. 4 M NaOH ->pH37
1,0 aekviv. 4 M NaOH (0,71 ml) ->pH4,5
1,5 e&ekviv. 4 M NaOH (1,07 ml) ->pH5,0
2,0 2kviv.4 MNaOH (143 ml) ->pH5,5
2,5 &kviv.4 MNaOH (1,79 ml) ->pH6,2
3,0 a=kviv. 4 M NaOH (2,14 ml) ->pH 8,0

Til t = 35 minutter udtages prever tii P-analyse og pH-bestemmelse.
Umiddelbart herefter tilsaettes den nedvendige meengde af enzym-oplesning
(slut pa forbehandlingsperiode). Prover til P-analyse og pH-stemmelse
udtages tilt = 1, 2, 3,5, 5, 6 timer, og herefter standses reaktionen.

Reaktor/blande-systemet temmes og vaskes med 2 x 500mi 10%
Deconex/DI-vandoplgsning efterfulgt af minimum 3 x 500 ml Dl-vand. Tabel 8
viser en oversigt over de forskellige tilseetninger og prevetagninger under
reaktionen.
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Prevetagning

P-analyse

pH-bestemmelse

X

0

Citronsyre

5 min.

30 min.

30 + & min.

NaOH

35 min.

35+ 5.min.

Enzym

1 time

2 timer

3,5 timer

5 timer

6 timer

X X |X | X | X

X (X X | X [X

Phosphor-analyse

Prevetagning til P-analyse:

Anbring 10 ml vand-i-olie-emulsion i et glascentrifugerer. Opvarm emulsionen i
et kogende vandbad i 30 minutter. Centrifuger ved 5000 rpm i 10 minutter.
Overfer ca. 8 ml af den gverste (olie) fase til et 12 mi-polystyrenrer og lad det
sta (til bundfaeldning) i 12-24 timer. Efter bundfaeldning udtag ca. 1-2 g fra den
pverste klare fase til P-analyse.

P-analyse blev udfert i overensstemmelse med procedure 2.421 i "Standard

Methods for the Analysis of Qils, Fats, and Derivatives, 7th ed. (1987)":

Afvej 100 mg MgO (leicht, Merck nr. 5862) i en porceleenskal og opvarm med
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en gasbraender. Tilseet 1-2 g olie og anteend med en gasbreender til opnaelse
af en sort, hard masse. Opvarm i en Vecstar-ovn ved 850°C i 2 timer til
opnaelse af hvid aske. Oples asken i 5 ml 6 M HNO; og tilsaet 20 ml
reagensblanding. Henszet i 20 minutter. Mal absorbans ved 460 nm (anvend
en blank (5 ml HNO3 + 20 ml reagensblanding) til nuljustering). Beregn ved
anvendelse af kalibreringskurve.

pH-bestemmelse

Udtag 2 ml vand-i-olie-emulsion og bland med 2 ml MilliQ-vand. Efter
faseseparering afpipetter det overste olielag. Mal pH i vandfase med pH-
elektrode Orion. Malinger omregnes til "reelle" pH-veerdier ved hjelp af
formlen:

pHree| = pHman - 0,38.

En kalibreringskurve opnaedes ved hjelp af oplesning af 06 ¢
citronsyremonohydrat i 27 g DI-vand, pH i denne oplgsning blev malt ved
hjeelp af pH-elektrode Orion (pHyee). 100 pi blev blandet med 2 ml MilliQ-vand,
og pH i denne oplgsning blev mal ved hjeelp af pH-elektrode Orion (pHman). pH
i citronsyre-oplesningen blev andret gradvist ved hjeelp af tilseetning af NaOH-
oplasning, og for hver justering blev fortynding og pH-malinger udfert som
beskrevet ovenfor.

EKSEMPEL 11

Optimale degummeringsbetingelser for Lecitase™

Alle forseg vedrgrende degummering af spiseolie blev udfert som beskrevet i
eksempel 10.

Olie:

Vanddegummeret rapsfrgolie (Colzro) fra Aarhus Oliefabrik, Danmark.

Batch C00730/B801200, 9 kg, P-indhold 186 ppm (0,47 % phosphatid).

Olien er ikke et kommercielt tilgeengeligt produkt, men er taget direkte fra
produktionslinien pa melien.
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Enzym:

Lecitase™ 10L.
Batch L646-F02 (10190 U/mi), aestimeret koncentration 20 mg/ml.

De specifikke betingelser for en serie af parameter-optimeringsforseg med
Lecitase™ er vist i tabel 9. Standardbetingelser er: enzymdosis 535 U/kg olie
(1,1 mg/kg olie), 60 °C, 2,0 akviv. NaOH (pH 5,5). Enzymdosen er varieret fra
268-1070 U/kg olie, temperaturen er varieret fra 40-70 °C, og NaOH-tilszetning
er varieret fra 1,0-3,0 aekviv. svarende til de forskellige pH-niveauer som vist i
tabel Q.

TABEL 9. Specifikke betingeiser for Lecitase™-optimering

For- Rapsfroolie Temp. | Akv. pH- Enzymdosis
segQ (°C) | NaOH niveau (U/kg olie) -
10 Colzro 1200 60 °C 2,0 5,5 0 (blind)
21 Colzro 1208 60 °C 0,0 3,7 0 (blind)

8 Colzro 1200 60 °C 2,0 5,5 535

9 Colzro 1200 60 °C 2,0 5,5 535

11 Colzro 1200 60 °C 2,0 5,5 268

12 Colzro 1200 60 °C 2,0 55 1070

15 Colzro 1200 70 °C 2,0 55 535

17 Colzro 1200 50 °C 2,0 5,5 535

18 Colzro 1200 40°C 2,0 5,5 535

19 Colzro 1200 60 °C 1,0 4,5 535

40 Colzro 1209 60 °C 1,5 50 - 535

44 Colzro 1429 60 °C 2,5 7,0 535

20 Colzro 1200 60 °C 3,0 8,0 535

'pH fra t = 35 minutter - 6 timer. Indenfor dette tidsrum var alle pH-
bestemmelser inden for et smalt interval. Dette iliustreres yderligere i
eksempel 13 nedenfor.
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En oversigt over de separate optimerihgsundefsngelser er vist i tabel 10.

Resultaterne i tabel 10 viser:

i) at det af dosis/reaktions-undersegelsen fremgar, at optimal enzymdosis
(ved 60°C og 2,0 aekviv. NaOH) er ca. 535 U/kg olie. Halv dosis eger
degummeringstiden fra ca. 3,5 timer til 6 timer, og tobbelt dosis frembringer
ingen sendring i degummeringsydeevnen. Enzymblindpreve-resultaterne er
indsat til sammenligning,

ii) at optimal NaOH-tilseetning er ca. 2,0 akviv. (pH ca. 5,5) med darlig
ydeevne ved 1,0 akviv. (pH ca. 4,5) og 3,0 &kviv. (pH ca. 8),

iy at optimal temperatur er ca. 60 °C, da 70 °C ikke bringer P-niveauet helt
ned, 50 °C sger degummeringstiden fra ca. 3,5 til 6 timer, og 40 °C giver darlig
ydeevne.
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Lecitase™-

TJABEL _ 10:  Resultater vedrerende 6ptimerinq af

degummeringsbetingelser
For- | Tid'o | Ta' | Tid' | Tid' | Tid' | Tid' | Tad' | Tid'
seg 0,50 | 0,58 1,0 2,0 3,5 5,0 6,0
10 160 140 116 118 108 109 105 109
21 178 149 - 143 142 143 147 154
8 164 139 117 85 30 - 2 3
9 164 136 109 79 14 4 3 4
1 183 149 123 104 78 35 10 7
12 165 131 117 71 13 3 4 3
15 170 139 127 83 23 10 11 9
17 162 134 127 95 56 15 11 5
18 176 151 | 136 100 66 28 24 28
19 171 139 147 142 142 118 9 80
40 184 149 157 126 109 73 40 30
44 226 202 197 148 99 66 40 | 34
20 165‘ 136 111 102 90 81 73 72

'Phosphorindhold (ppm) i oliefase ved angivne tidspunkter i timer.

EKSEMPEL 12

Optimale _deqummeringsbetingelser en __ Fusanum __oxysporum-

phospholipase ifglge opfindelsen

Alle forseg med enzymatisk degummering af spiseolie blev udfert som
beskrevet i eksempel 10.
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QOlie:

Vanddegummeret rapsfraolie (Colzro) fra Aarhus Oliefabrik, Danmark.

Batch C00730/B01208, P-indhold ca. 200 ppm

Batch C00730/B01209, P-indhold ca. 200 ppm

Batch C00730/B01429, P-indhold 227 ppm

Batch C00730/B01430, P-indhold 252 ppm

Olierne er ikke kommercielt tilgeengelige, men er taget direkte fra
produktionslinien pa melien. ‘

Enzym:

PL fra Fusarnium oxysporum med aminosyresekvensen, der er vist i SEQ ID
NO: 2. )

Batch F-8700123, ODgg = 1,48, renhed ca. 58 %, aestimeret koncentration 0,9
mg/ml.

Enzymet var udtrykt rekombinant og oprenset som beskrevet ovenfor.

De specifikke betingelser for en serie af parameter-optimeringsforseg med PL
fra Fusarium oxysporum er vist i tabel 11. Standardbetingelser er: enzymdosis
1,6 mg/kg olie, 40 °C, 1,5 aekviv. NaOH (pH ca. 5,0). Enzymdosis er varieret
fra 0,2-1,6 mg/kg olie, temperaturen er varieret fra 30-50 °C, og NaOH-
tilseetningen er varieret fra 1,0-2,5 aekviv. svarende til de forskellige pH-
niveauer som vist i tabel 11. '
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TABEL 11 Specifikke betingelser til optimering af PL fra Fusarium oxysporum
]

For- Rapsfraolie Temp. | Akv. | pH-niveau Enzymdosis
s@g (°C) NaOH (mg/kg olie)
3 Colzro 1208 40 °C 1.5 50 1.6

53 Colzro 1429 40 °C 1,5 53 1,6

33 Colzro 1209 40 °C 1,5 50 0,8

35 Colzro 1209 40 °C 1,6 50 0,4

36 Colzro 1209 40 °C 1,5 5,0 0,2

38 Colzro 1209 50°C 1,5 5,0 1,6

64 Colzro 1430 | 45°C | 15 5,0 16

39 Colzro 1209 | 30°C | 15 50 | 16

32 Colzro 1209 | 40°C | 1,0 3,5 1,6

13 Colzro 1200 40 °C 1,0 4,5 1,6

45 Colzro 1429 40°C | 1,25 5,0 1,6

46 ~ Colzro 1429 40°C | 1,75 5,5 1,6

34 Colzro 1209 | 40°C | 2.0 55 16

37 Colzro 1209 40°C 25 6,2 1,6

Forsegsresultaterne er vist i tabel 12 nedenfor. pH-afgivelseme i tidsvinduet 35
minutter - 6 timer faldt alle inden for de forventede intervalier med kun mindre
5 uregelmaessigheder.

Sammenfattet viser resultaterne i tabel 12 nedenfor:

i) at det af dosis/reaktions-testene fremgar, at den optimale enzymdosis
10 (ved 40 °C og 1,5 aekviv. NaOH) er ca. 0,8 mg/kg olie,

it) at optimal NaOH-tilszetning er ca. 1,5 akviv. (pH ca. 5,0) med ingen
ydeevne ved 1,0 sekviv. (pH ca. 4,5), med begraenset ydeevne ved 2,0 akviv.
(pH ca. 5,5) og 2,5 kviv. (pH ca. 6,2), og
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iii) at den optimale temperatur er ca. 45°C, og 50 °C giver begreenset

ydeevne.

TABEL 12: Resultater vedrgrende optimering af Fusarium oxysporum-

degummeringsbetingelser

For- | Tid'0| Tid' | Tid' | Tia' | Tid' | Tid' | Tid' | Tid'
sag 050 | 058 | 10 | 20 35 | 50 | 60
31 169 | 130 | 136 | 15 8 7 8 7
53 232 | 203 | 208 | 32 10 7 7 4
33 188 | 156 | 160 | 27 7 6 6 8
35 181 | 153 | 153 | 78 | 5 5 4 6
36 187 | 162 | 157 | 117 | &1 32 20 15
38 187 | 149 | 146 | 84 83 68 58 55
64 252 | 192 | 201 10 4 4 4 4
39 184 | 163 | 158 | 36 7 7 9 9
32 167 | 137 | 165 | 152 | 146 | 151 | 148 | 146
13 170 | 140 | 141 | 140 | 133 | 126 | 130 | 131
45 221 | 189 | 195 | 161 | 118 [ 99 | 92 95
46 225 | 187 | 163 | 93 4 7 | 6 15
34 189 | 174 | 165 | 61 27 25 26 19
37 205 | 168 | 157 | . 88 22 23 20 21

1Phosphorindhold (ppm) i oliefase pa angivne tidspunkter i timer.
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Visning af standard-pH-afvigelser under en enzymatisk deqummeringsproces

Tabel 13 nedenfor viser et gennemsnitseksempel for pH-afvigeiser under den
enzymatiske degummeringsproces, der udferes som beskrevet i eksempel 10.

Forspgene udferes med Lecitase™. Se eksempel 11 for yderligere detaljer.

TABEL 13: pH-veerdier fra t = 35 minutter - 6 timer

Tid (timer) pH pH pH pH
Forseg 8 Forseg 156 Forseg 19 Forseg 20
(2,0 =kv) - (2,0 &kv) (1,0 eekv) (3,0 a=kv)
| 0,58 | 4;97 5,80 4,45 7,38
1,0 5,82 5,75 4,46 7,63
2,0 5,50 5,44 4,57 8,13
3,5 5,35 5,34 - 8,37
50 5,25 547 4,47 8,21
6,0 5,01 5,26 4,43 8,05

Hvis ikke andet er angivet i eksemplerne pa forseg med enzymatisk
degummering, der er beskrevet heri, var standard-pH-afvigelseme i nzevnte

forseg som vist i tabel 13 ovenfor.

EKSEMPEL 14

Sammenligning af enzymatisk degummeringskapacitet hos Lecitase™ og en
phospholipase fra Fusarum oxysporum ifelge opfindelsen

| figur 2 er vist resultaterne fra PL'eme under deres respektive optimale
betingelser, som bestemt i eksempel 11 og 12 ovenfor.

Forsegsbetingelser, der er vist i figur 2:
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Lecitase™: 60 °C, pH 5,5 (2,0 sekviv. NaOH) og 1 mg enzym/kg olie (ca. 535
V) (forseg nr. 9).

Fusanium oxysporum PL. 40°C, pH 50 (1 5 aekviv. NaOH) og 0,8 mg
enzymv/kg olie (forseg nr. 33).

Fusarium oxysporum PL: 45°C, pH A5,0 (1,5 akviv. NaOH) og 1,6 mg
enzym/kg olie (forseg nr. 64).

Tilsyneladende giver PL fra Fusanum oxysporum en meget hurtig
degummeringseffekt sammenlignet med Lecitase™.

PL fra Fusarium ifelge opfindelsen giver en naesten total degummering efter
ca. 25 minutters kontakt mellem enzym og olie.

EKSEMPEL 15

Bestemmelse af maengden af ikke-hydrerbare phospholipider, som er til stede
i forskellige typer af spiseolier

Olier:

Rarapsfreolie fra Arhus Oliefabrik (AOM), Danmark.
Batch C00745/B01146, P-indhold 609 ppm.

Denne batch indeholder faste rester.

'Rarapsfreolie fra Scanola (Danmark).

Batch C00745/B01593, P-indhold 315 ppm.

Filtreret rarapsfraolie.

Batch C00745/B01146 filtreret, P-indhold 231 ppm.

Denne olie er Batch C00745/B01146 ovenfor (609 ppm), der er filtreret
gennem et 100 pm Johnson-filter.

Rarapsfrgolie fra Arhus Oliefabrik (AOM), Danmark.
Batch C00745/B01700, P-indhold 459 ppm.

Rapsfreolie fra Lurgi, Tyskland.
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Batch C00932/B1381, P-indhold 148 ppm.

Rasojabenneolie fra Arhus Oliefabrik, Danmark.
Batch C00744/B01145, P-indhold 593 ppm.

Bestemmelse af meengden af ikke-hydrerbare phospholipider, som er til stede |
i de forskellige typer af spiseolier, der er vist ovenfor, blev udfert ved hjeelp af
forbehandling af oliene ved hjelp af en oplesning, som omfatter
citronsyremonohydrat i vand som beskrevet i eksempel 10 ovenfor.

| korte treek omfatter forbehandlingsprocessen,

) forbehandling af spiseolien ved 60 °C ved hjeelp af tilseetning af en
oplgsning, som omfatter citronsyremonohydrat i vand (tilsat vand versus olie =
4,8 % veegtivaegt, [citronsyre] i vandfase = 106 mM, i vand/olie-emulsion = 4,6
mM) i 30 minutter,

ii) overfarsel af 10 mi af den forbehandiede vand-i-olie-emuision til et
reagensglas,

iii) opvarmning éf emulsionen i et kogende vandbad i 30 minutter,
iv)  centrifugering ved 5000 rpm i 10 minutter,

V) overfarsel af ca. 8 m! af den gverste (olie) fase til et nyt reagensglas og
henstand til bundfeeldning i 24 timer, ‘

efter bundfeeldning udtag 2 g fra den everste klare fase til méling af det ikke-
hydrerbare phosphorindhold (ppm) i spiseolien. ppm-veerdien blev bestemt
som beskrevet i eksempel 10 ovenfor.

Ifelge denne proces var meengden af ikke-hydrerbare phospholipider, som var
til stede i de forskellige typer af spiseolier, der er vist ovenfor:

rarapsfreolien nr. 1146 fra AOM, der indeholder fast partikelholdigt materiale,
som til dels er ansvarligt for det heje P-niveau (609 ppm), filtrering gennem et
100 um Johnson-filter gav en klar olie med et P-indhold pa 231 ppm.

NZAS-0007652



(/'_~.

10

15

20

25

30

35

91

Forbehandling af raolien og af den filtrerede olie gav et P-niveau pa 140 ppm,
som er et mal for de ikke-hydrerbare phospholipider, som er til stede i olien;

phospholipid-indholdet i en rarapsfreolie fra Scanola blev reduceret fra 315
ppm til ca. 30 ppm ved hjaelp af forbehandling,

phospholipid-indholdet i en rapsfreolie, som var opnaet fra Lurgi (sandsynligvis
vilkarlig blanding af raolie og totalt raffineret olie), blev reduceret til 60 ppm ved
hjeelp af forbehandlingsprocessen,

forbehandling rarapsfraolie nr. 1710 fra AOM reducerede P-indholdet fra 459
til 200-250 ppm,

ved rasojabgnneolie nr. 1145 fra AOM reducerede forbehandling P-niveauet
fra 593 til 10 ppm. Denne sojabznnéolie er et eksempel p4 en olie, der kan
degummeres ved hjelp af vanddegummering/citrat-behandling alene.
Enzymtilseetning til denne rasojabgnneolie efter forbehandling reducerede ikke
P-indholdet yderligere.

Disse data viser, at phospholipid-sammensaetningen (hydrerbart vs. ikke-

‘hydrerbart phospholipid) i rarapsfreolie varierer meget fra én batch til en

anden, og falgeligt vil niveauet af resterende phospholipid i vanddegummeret
rapsfreolie variere over et bredt interval (30 ppm (Scanola) til 200-250 ppm
(AOM)).

Til enzymatisk degummering afhaenger den optimale enzymdosis af maengden
af ikke-hydrerbart phospholipid, som er til stede efter degummering eller
forbehandling.

Endvidere geelder det, at jo hgjere maengde af ikke-hydrerbart phospholipid,
der er til stede i olien, jo mere anvendelig er den enzymatiske
degummeringsmetode.

Dette illustreres ogsa i eksempel 16 nedenfor,l hvor den foreliggende
opfindelse viser enzymatisk degummering af rarapsfreolie nr. 1146, som har et
ikke-hydrerbart phospholipid-niveau pa ca. 140 ppm.

NZAS-0007653



—~

10

16

20

25

30

92

EKSEMPEL 16

Degummering af rarapsfre-spiseolie (1)

Forssg A og B blev udfert ifeige "Generel procedure til udferelse af
enzymatisk degummering” som beskrevet i eksempel 10 ovenfor.

Olie:

Rarapsfrgolie fra Aarhus Oliefabrik (AOM), Danmark.
Batch C00745/B01146, P-indhold 609 ppm.

Denne batch indeholder faste rester.

Enzym:

Lecitase™ 10 L.

Batch L646-F02 (10190 U/ml), sestimeret koncehtratioq 20 mg/ml. '

PL fra Fusarium oxysporum med aminosyresekvensen, der er vist i SEQ 1D
NO: 2.

Batch F-9700123, OD2go = 1,48, renhed ca. 58 %, aestimeret koncentration 0,9
mg/mil.

Enzymet var rekombinant udtrykt og oprenset som beskrevet ovenfor.

Forseqg A (reference)

0,6 | (580 g) rarapsfreolie tiferes udstyret og opvarmes til 60 °C. Til t = 30
minutter tilsaettes 1,43 mi (5,7 mmol) 4 M NaOH-oplgsning, som giver en pH
pa ca. 5,6. Til t = 35 minutter tilsaettes 30 ! (300 U) Lecitase™ 10L (som er
leveret af Novo Nordisk A/S). Det malte phosphorindhold i oliefasen efter
centrifugering savel som pH-veerdierne i vandfasen er vist i tabel 14.
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TABEL 14. Resultater fra degummerin:

93

) af rar

psfroolie med Lecitase™

Tid Phosphorindhold i pH
(timer) oliefase
0 609
0,50 155 48
0,58 146 56
1,0 127 56
2,0 88 57
3,5 61 57
5,0 44 5,6
6.0 34 58

Forseg B

0.6 | (581 g) rarapsfreolie tilferes udstyret og opvarmes til 40 °C. Til t = 30
minutter tilseettes 1,07 ml (4,3 mmol) 4 M NaOH-oplesning, som giver en pH
pa ca. 5,4. Til t = 35 minutter tilseettes 1 ml (0,9 mg) af en oprenset oplgsning
(eksempel 2) af phospholipase fra F. oxysporum. Det malte phosphorindhold i
oliefasen efter centrifugering savel som pH-vaerdierne i vandfasen er vist i

tabel 15.

NZAS-0007655



N

94

TABEL 15. Resultater fra degummering_af rarapsfraolie med phospholipase

fra F. oxysporum

Tid Phosphorindhold i pH
(timer) oliefase
0 609
0,50 155 49
0,58 149 54
1,0 91 53
2,0 13 5,4
3,5 11 53
5,0 © 13 ' ’ ‘5.4
6,0 10 52

EKSEMPEL 17

Deqummering af rarapsfra-spiseolie (1)

Forseg A og B blev udfert ifelge "Generel procedure til udferelse af
enzymatisk degummering" som beskrevet i eksempel 10 ovenfor.
10
Olie:
Rarapsfreclie fra Aarhus Oliefabrik (AOM), Danmark.
Batch C00745/B01710, P-indhold 459 ppm.

15 Enzym:
Lecitase™ 10 L.

Batch L646-F02 (10190 U/ml), eestimeret koncentration 20 mg/mi.

PL fra Fusarium oxysporum med aminosyresekvensen, der er vist i SEQ ID
20 NO: 2.

Batch F-9700470, ODqgp = 0,8, renhed ca. 58 %, aestimeret koncentration 0,45
mg/mi.

Enzymet var rekombinant udtrykt og oprenset som beskrevet ovenfor.

NZAS-0007656



10

15

20

95

Forseg A

0,6 |1 (580 g) rarapsfroolie tiferes udstyret og opvarmes til 60 °C. Til t = 30
minutter tilszettes 1,43 ml (5,7 mmol) 4 M NaOH-oplesning, som giver en pH
pa ca. 5,6. Til t = 35 minutter tilseettes en passende maengde (for eksempel
50 pl (ca. 500 U) til 1 mg enzym/kg olie) af Lecitase 10L (som er opnaet fra
Novo Nordisk A/S). Det malte phosphorindhold i oliefasen efter centrifugering
er vist i tabel 16.

TABEL 16. Resultater fra deqummering af rarapsfreolie med L ecitase

Tid 1 mg Lecitase 2 mg Lecitase 3 mg Lecitase
(timer) /kg olie P(ppm) /kg olie P(ppm) /kg olie P(ppm)

-0 - _ 459 - 459 . 459

0,50 251 235 248

0,58 202 194 202

1,0 181 186 183

2,0 165 156 107

3,5 1M1 66 11

5,0 52 12 12

6,0 20 5 9
Forseqg B

0,6 1 (581 g) rarapsfreolie tilferes udstyret og opvarmes til 40°C. Til t = 30
minutter tilsaettes 1,07 mi (4,3 mmol) 4 M NaOH-oplgsning, som giver en pH
pa ca. 5,0. Til t = 35 minutter tilsaettes en passende meaengde (det vil sige
1,6 mg enzym/kg olie og 3,2 mg enzym/kg olie) af en oprenset oplesning af
phospholipase fra F. oxysporum. Det malte phosphorindhold i oliefasen efter
centrifugering er vist i tabel 17. :
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TABEL 17. Resultater fra deqummering af rarapsfreolie med phospholipase
fra F. oxysporum

Tid 1,6 mg Fusanum/ 3,2 mg Fusanuml/
(timer) kg olie, P(ppm) kg olie, P(ppm)

0 459 459

0,50 236 ' 208

0,58 193 173

1,0 ‘ 109 96

20 . 9 7

3,5 9 8

50 9 9

6,0 9 9

Sammenfattet viser resultaterne:

Lecitase, 60 °C, pH 5.5

Enzymdosen blev varieret fra 1,0 til 3,0 mg/kg olie. Resultateme er vist i tabel
16 ovenfor. Ved en enzymdosis pa 1,0 mg/kg olie var degummering langsom
og gav ca. 20ppm efter 6 timer. Med de hgje enzymdoser blev
degummerings-ydeevnen forbedret til opnaelse af et phosphorindhold pa 10
ppm efter ca. 3,5 timer med 3,0 mg enzym/kg olie.

Det formodes, at ydeevnen vil forbedres yderligere, hvis der anvendes hgjere
enzymdoser.

F. oxysporum PL., 45 °C, pH 5.0

Enzymdoseme 1,6 og 3,2 mg/kg olie blev testet, og ydeevnen viste sig at veere
lige god (tabel 17 ovenfor). Med 1,6 mg enzym/kg olie - eller muligvis mindre -
observeredes fortraeffelig degummering, som gav 9 ppm P efter ca. 2 timer.
Det forventes, at det er muligt at anvende endnu lavere maengder af F.
oxysporum-phospholipase (for eksempel 0,9 mg/kg olie) og stadig opna god
degummerings-ydeevne. '
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EKSEMPEL 18

Deqummering af vanddegummeret spiseolie ved anvendelse af et

phospholipase-preeparat, der er opnaet fra Fusarnium culmorum

Der blev udfert et forseg ifolge "Generel procedure til udferelse af enzymatisk

Olie:

Vanddegummeret rapsfreolie fra Aarhus Oliefabrik (AOM), Danmark.
Batch C00730/B01700, P-indhold 231 ppm.

Enzym:

Et ferrnenteringsmedium fra Fusarnium culmorum.

. degummering" som beskrevet i eksempel 10 ovenfor.

En Fusarium culmorum-stamme blev dyrket og centrifugeret, og supernatanten

blev oprenset som beskrevet nedenfor.

Podekulturer af stammen Fusarium culmorum CBS 513.94 (deponeringsdato
den 25. oktober 1994) blev frembragt i 500 ml-rystekolber, som indeholdt 100

ml af felgende sammenszetning:

Majsudblgdningsveeske (tarret)
Glucose

12 g
24 g/l

Til hver kolbe tilszettes 0,5 g CaCO3 og 0,5 ml olie. pH justeres til 5,5 for

autoklavering.

Efter 3 dage ved 26 °C og 250 rpm blev 5§ ml af hver af podekulturerne podet i
rystekolber, som indeholdt 100 ml af fglgende medium:

Pepton, Difco 0118
Pepticase, Sheffield Products
Geaerekstrakt, Difco 0127
Kedekstrakt, Difco 0126
Dextrose, Roquette 101-0441
Olivenolie, Sigma

6 g/l
4 g/l
3gh
1.5g/
19/
10 g/l
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pH justeres til 7,3-7 4 for autoklavering.
Dyrkning fandt sted i 9 dage ved 26°C og 250 rpm. Medieme blev
centrifugeret og filtreret (0,45 pm) og supernatanterne opsamlet og anvendt til
degummeringsforsegene, der er vist nedenfor.

Astimeret aktivitet 200 PHLU/mL.

Forsgq: Enzymatisk degummering af en vanddegummeret olie ved

anvendelse af et phospholipase-preeparat, som er opnaet fra Fusanum

culmorum

0,6 | (581 g) rarapsfroolie tilferes udstyret og opvarmes til 40 °C. Til t = 30
minutter tilseettes 1,43 ml (5,7 mmol) 4 M NaOH-oplgsning, som giver en pH
pa ca. 5,5. Til t = 35 minutter tilseettes en passende maengde (det vil sige 1070
PHLUIkg olie) af en oprenset oplesning af phospholipase fra F. culmorum. Det
malte phosphorindhold i oliefasen efter centrifugering er vist i tabel 18.

TABEL 18. Resultater fra deqummering af rarapsfreolie med phospholipase

fra F. culmorum
Tid 1070 U F. culmorum
(timer) » kg olie
P(ppm)
0 254
0,50 -
0,58 213
1,0 137
2,0 61
35 : 9
50 8
6,0 7
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Enzymatisk deqummering af rdolie ved anvendelse af Degomma VOD

Olie:

Rarapsfreolie C00745/B01700, P-indhold 459 ppm.

Enzym:

En kommerciel tilgaengelig phospholipase Degomma VOD (R6hm, Tyskland),
aestimeret koncentration 10 mg/ml.

0,6 | (581 g) rarapsfreolie tilferes udstyret og opvarmes til 50 °C. Til t = 30
minutter tilseettes 0,714 ml (2,86 mmol) 4 M NaOH-oplesning, som giver en pH
pa ca. 4,5. til t = 35 minutter tilseettes en passende maengde (det vil sige 3,6
mg/kg olie eller 7,1 mg/kg olie) af en oprenset oplgsning af Degomma VOD-
phospholipase. Det malte phosphorindhold i oliefasen efter centrifugering er

vist i tabel 19.

TABEL 19
Tid 3,6 mg/kg olie 7,1 mg/kg olie

0 276 273

0,50 216 253
0,58 210 246
1,0 127 94
2,0 45 16
3,5 15 7
5,0 15 10
6,0 14 10

Dette eksempel viser, at Degomma VOD er i stand til at degummere en
spiseolie. For at opna en tilfredsstillende degummering af naevnte olie kraeves
imidlertid relativt hgje doser af Degomma VOD sammenlignet med Fusarium-
phospholipasen ifelge opfindelsen. Se for eksempel eksemplemne 16 og 17 til
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EKSEMPEL 20

Anvendelse af en phospholipase, der er 6pnéet fra F. oxysporum, som et

bredforbedrende middel

Materialer og metoder

Fremstilling af bred

Europaeiske almindeligt dej-hvidt bred og kuvertbred blev fremstiliet ud fra

felgende grundopskrift:

Grundopskrift

Mel (Meneba BBZ)
Vand

Geer

Salt

Sukker
Ascorbinsyre

Bageprocedure
Blanding (spiralblander), 625 rpm
Blanding (spiralblander), 1250 rpm
Vurdering af dej
Fermentering (stuetemperatur)
Valsningformning
Hvile ved stuetemperatur
Sammenfoldning
Hvile ved stuetemperatur
Valsningfformning/i form
Haevning (32 °C, 82 % RH)
’ Kuvertbred:

Formbred:
Bagning (230 °C)

Kuvertbred:

100 % (2000 g)
61 %

4%

1,5%

15%

40 ppm

3 min.

3,5 min.
7 min,
15 min.
3 min.
5 min.
2 min.
5 min.
2 min.

45 min.
55 min.

22 min.
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Formbrad: 35 min.

Vurdering af dej oq bagte produkter

Egenskaberne for dejen og de bagte produkter blev bestemt som felger:

.Speciﬂkt volumen-ideks: Volumen af et bmd eller et kuvertbred males ved

hjeelp af den traditionelle rapsfre-fortreengningsmetode. Det specifikke
volumen beregnes som volumen mi pr. g bred. Det specifikke volumen af
kontrolien (uden enzym) defineres som 100. Det relative specifikke volumen-
indeks beregnes som:

" Specifikt volumen-indeks = bredets specifikke volumen

specifik volumen af kontrolbred x 109

Dejens kiebetilbgjelighed vurderes manuelt i overensstemmelse med
felgende skala: ’

Kuvertbradform: meget flad
flad
normal
god/rund
meget god
for rund

O dh WN -
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RESULTATER

TABEL 20
Enzym/
additiv
A) 1 1 1 1
B) 500 {1500 | 3000 500 .| 1500 | 3000
C) 100 | 110 | 106 93 99 111 [ 116 108
D) 100 | 106 |99 94 102 | 107 | 109 103
E) 3 4 4 3 3 4 5 4,5

A) Lecimulthin 100" (g/kg mel)

B) F.o.-phospholipase (LU/kg mel)
C) Specifikt volumen-indeks (kuvertbrad)
D) Specifikt volumen-indeks (formbred)

E) Kuvertbredform (score)

"Kommercielt lecithin-praeparat til bagning (Superfos, Danmark).

Resultaterne viser en klar volumenforegende effekt af Fusarium oxysporum-
phospholipase pa bade kuvertbred og formbred ved opskriften, som ikke
indeholder lecithin. Hvis lecithin indbefattes i opskriften, opnas endnu bedre
volumeneffekter, selvom lecithin ikke selv bidrager til volumen. En statistisk
analyse (ANOVA, a = 0,05), som blev udfert i Statgraphics Plus, release 3.0,
viser en signifikant positiv synergi mellem phospholipasen og lecithinen.

Bade med og uden lecithin i opskriften opnas en betydeligt forbedret form af
kuvertbred med F. oxysporum-phospholipasen. | dette eksempel opnaedes
den bedste kuvertbradform ved en blanding af lecithin og phospholipase (1500

LU/kg mel).

EKSEMPEL 21

Anvendelse af en phospholipase, der er 6gnéet fra F. oxysporum, som et anti-
friskhedstabende middel

NZAS-0007664
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Materialer og metoder
Fremstilling af bred

Europezeiske almindeligt dej-hvidt bred og kuvertbred blev fremstillet ud fra

falgende grundopskrift:

, Grundopskirift

Mel (Meneba BBZ) 100 % (2000 g)
Vand 61 %

Geer 5%

Salt 15%

Sukker 1,5%
Ascorbinsyre . 40 ppm

Bageprocedure

Blanding (spiralblander), 625 rpm 3 min.
Blanding (spiralblander), 1250 rpm . 3,5 min.
Vurdering af dej ' 7 min.
Fermentering (stuetemperatur) 15 min.
Valsning/formning 3 min.
Hvile ved stuetemperatur 5 min.
Sammenfoldning 2 min.
Hvile ved stuetemperatur 5 min.
Valsning/formning/i form 2 min.
Haevning (32 °C, 82 % RH) 55 min. -
Bagning (230 °C) 35 min.

| dette eksempel blev bradene anbragt i forme med lag for at undga forskelle i
de specifikke volumener for strukturanalyse. Efter nedkeling blev bredene

opbevaret ved stuetemperatur, pakket i plastikposer.
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Vurdering af bagte produkter ..
Vurdering af friskhedstab og struktur kan udferes ifelge AACC-metoden 74-09.
En vurdering af bredkrummers bledhed som indikator for breds friskhedstab

blev udfert 0, 1, 3 og 7 dage efter bagning i overenstemmelse med felgende
procedure:

En skive bred blev komprimeret ved konstant hastighed i en strukturanalyse
(TA TX-2), og styrken af kompressionen blev malt i g. Krummens fasthed

males som styrken ved 25 % kompression. En brgdkrummes fasthed stiger
efterhanden som bredet mister friskhed.

Resultater

~ Resultaterne fra fasthedsmalinger som funktion af opbevaringsdage er vist i

tabel 21. Lecimulthin blev tilsat i en koncentration pa 1 g/kg mel, og Fusarium
oxysporum-phospholipasen blev tilsat i en dosis pa 500 Ukg mel. Hvert
resultat i tabellen er gennemsnitsvaerdien for 6 malinger (2 bred, 3 malinger pa
hver).

TABEL 21

Enzym/additiv , Fasthed Fasthed | Fasthed | Fasthed
' Dag 0 Dag 1 Dag 3 Dag 7

Kontrol ' 223 350. 631 1061

Lecimulthin 100° 225 261 532 . 1010

Phospholipase 201 303 573 1257

Lecimulthin 100° 169 304 468 834

+ phospholipase

"Kommercielt lecithin-praeparat til bagning (Superfos, Danmark).

Som det fremgar af. tabel 21, var bredene, der var behandlet med
phospholipase, lidt bladere end kontrollen op til 3 dages opbevaring. |
kombination med lecithin kunne der opnas en betydelig anti-friskhedstabende
effekt under hele opbevaringen (som ikke er opnaelig med lecithin eller
phospholipase alene). "
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SEKVENSLISTE

SEQ ID NO: 1 viser en klonet DNA-sekvens ifelge opfindelsen, som omfatter

en DNA-sekvens, der koder for et enzym, som fremviser phospholipase-
aktivitet.

)

INFORMATION OM SEQ ID NO: 1

(i) SEKVENSEGENSKABER:
" (A) L/ENGDE: 1170 basepar
(B) TYPE: nukleinsyre
(C) BESKAFFENHED: enkeltstrenget
(D) TOPOLOGI: lineeer

(ii) MOLEKYLETYPE: cDNA

(vi) NATURLIG OPRINDELSE:
(A) ORGANISME: Fusarium oxysporum
(B) STAMME: DSM 2672

(ix) EGENSKAB:
(A)  NAVN/KODE: CDS
(B) PLACERING: 23..1063

(xi) SEKVENSBESKRIVELSE: SEQ ID NO: 1

TTGGAGAATA TTCCTTGTCA CG ATG CTT CTT CTA CCA CTC CTC TCG GCC ATC
Het Leu Leu Leu Pro Leu Leu Ser Ala Ile
b S 10

ACCCTCGOGGTAGCCRCTCC!G‘I‘AGCTC‘!‘CGACGACTACCTC AAC TCT
Thr Leu Ala Val Ala Ser Pro Val Ala Leu Asp Asp Tyr Val Asn Ser
15 20 25

CIT GAG 'GAG CGA GCT GTT GGT GTC ACT ACA ACC GAC TTC AGC AAC TTIC
Leu Glu Glu Arg Ala Val Gly Val Thr Thr Thr Asp Phe Ser Asn Phe
30. s . 40

AAG TTC TAC ATC CAA CAC GGC GCC GCA GCT TAC TGC AAC TCT GAR GCC
Lys Phe Tyr Ile Gln His Gly Ala Ala Ala Tyr Cys Asn Ser Glu Ala

52

100

148

196
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Ala

Gln
75

cly

GIC
val

GAC
AsSp

TCT
Ser

Leu

GGA
Gly

45

GCT GGT
Ala Cly
60

GGC ARC
Gly Asn

ATC GGT
Ile Gly

TCC TTC
Ser Phe

TTC GGC
Phe Gly
125

SGC TTC
Gly Phe
140

GTT GCC
val Ala

GGC CAC
Gly His

AGA GTC
Arg Val

GTC GGA
vVal Gly
20S

GAG TAC
Glu Tyr
220

TCC

Ser

GGA
Gly

6ee
Gly

cGC
Arg
110

CAG
Gln

CRG
Gln

TCC

Serx

TCC
Ser

GGT
Gly
190

AAC

Asn

cGC
Axg

ARG
Lys

Ala

TAC

TYr

95
GGA

Gly

GAA
Glu

GCC
Ala

Leu
175

GGA
Gly

Ala

GTT
vVal

ATC
Ile

ACC
Thr

80
GCTC

val

RGC
Ser

GAC
Rsp

GCC
Ala

cGC

160

Gly

ACA
Thr

Gln

ACA
Thr

50

ACC TGC

Thr Cys
65

ATC GTG

Ile Val

GCG ACA
Ala Thr

ATC ART
Ile Asn

TGC ACGT

‘Cys Ser’

130
TGG "AAT
Trp Asn
145
ARG GCG

Lys Ala

GGCT GCC
Gly Ala

CCcC GTC

Pro Vval,

CIC TCA
Leu Ser
210

CAC GCT
His Ala
225

TCC

Ser

RACA
Thr

GAC
Asp

ATT
Ile
115

crc

GrL™ 4
Glu

AAC
Asn

GTG
val

GAT
Asp
195

GCC
Ala

GAT
Asp

106

ARC
Asn

ICT
ser

Tc?T
Ser
100

CGA

cTC
val

Pro

GCC
Ala
180

ATT
lle

TIC
Phe

GAC
Asp

AAT
Asn

Phe
8s

GCC
Ala

AAC

TCT
Ser

- TG

Ser

TCcT
Ser
165

GTT
Val

TAC
TYT

GTC
Val

Pro

GGC
Cly
70

val

Axg

Trp

GGA
Gly

ser
150

TIC
Phe

Leu

ACC
Thr

TCA
Ser

val
230

55
TGT

Cys

GGC
Gly

Lys

Leu

TGC

cys
13s

Gln

AAC
Asn

GCT
Ala

TAC
Tyr

Asn
215

cce
Pro

CCh
Pro

TCC
Ser

GAA
Glu

ACC
Thr
120

ceT
Gly

np
Ala

CTC
val

GCC
Ala

GGC
Gly
200

CAG

Gln

cGT
Arg

ACC
Thr

ARG
Lya

ATC
Ile
105

ARC
Asn

GTIG
val

ACC
Thr

Ile

GCX
Ala
185

Ser

GCT
Ala

CcTC
Leu

GTT
val

ACA
Thr
90

GTC
vVal

Leu

.CAC

Ris

Ala

TCT
Ser
170

ARC
Asn

Pro

Gly

Pro

292

340

436

484

532

580

628

676
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ccT
Pro
235

GAT
Asp

[Ter o
Ala

Lys
315

TAT
Tyr

TAA

Leu

GGT
Cly

GAG
Glu

ATT
Ile

GGT
Gly
300

AGC

Arg

GTC
val

ATC
1le

Gly

GGT
Gly

Ala
285

GGC

Gly

GCC
Ala

CAG
Gln

TIC
Phe

Gly

GCT
Ala
270

GCT

Ala

TTC
Phe

ACC
Thr

ATG
Het

GGA
Gly

GAC
Asp
258

GCceC

Ala

CAT
His

Ser

ATG
Met

GAT
AsSp
338

TAC

Tyr
240

ANG
Lys

ARC

Asn

Leu

TP

ACT

Thx

Lys

AGG

GTT
val

Leu

His

CGA
Arg
305

GAT

GAG
Glu

CAC
His

GAC
Asp

Gly

TAC
Tyr
290
CGA
Arg

GCC
Ala

TAT
Tyr

ACA
Thr

TAC
Tyr

TCC
cys
275

Phe

TAC
TYyr

CAG
Glu

GIG
val

107

ACT
Thr

ACC
Thr
260

ARC
Asn

Gln

AGA

ARG
Lys
340

Pro
245

ATC

Ile’

Gly

GCG
Ala

AGC
Ser

GAG
Clu
32%

Asn

Glu

AGC

Sex

Gly

ACT

Thr

cCcc
Ala
310

Lys

ARC
Asn

CGAGGGTATG AGGTITGATG GGAA_ATGACA TGATTCATGA

Phe

GAT
RAsp

ACT
Thr

.GAC

Asp

295

GAG
Glu

Lys

Gln

Tzp

GTC
val

AGC

Serxr

Leu

Ala

Leu

Lys
265

Gly

Cys

GTC

val

Asn

Arg
345

ACGAAACCAT

Ser
250

GTC
val

Leu

Asn

GRC
Asp

TCT
Sex
330

Ser

AGTACATATG ATGCARATAG GATATAARAA CATATITCAT TCACTAGCTT TACACAA

SEQ ID NO:2 viser aminosyresekvensen for en phospholipase ifeige

opfindelsen.

(2)

INFORMATION OM SEQ ID NO: 2

@i

SEKVENSEGENSKABER:
(A) LANGDE: 346 aminosyrer
(B) TYPE: aminosyre

(D) 'TOPOLOGI: lineeer

MOLEKYLETYPE: protein

SEKVENSBESKRIVELSE: SEQ ID NO: 2

172

820

868

916

964

1012

1060

1113

1170

NZAS-0007669



Met

Pro

Gly

Gly

Thr

65

Ile

Ala

1le

Leu

val

Val

Ala

50

cys

Val

Thr

Asn

O

Cye

Ser
130

Trp Asn

145

Lys Ala

Leu

Ala

Thr

s

Ala

sSer

Thr

Asp

Ile

115

Leu

Clu

Asn

Leu

Leu

20

Thr

Ala

Asn

Ser

Ser

100

Arg

val

Ile

Pro

Pro

Asp

Thr

Tyx

Asn

Phe

85

Asn

Serx

Ser

Sex

Leu

Asp

Asp

cys

Gly

70

val

Trp

Gly

Ser
150

Phe

Leu

Tyr

Phe

Asn

55

Cys

Gly

Lys

Leu

Cys

135

Gln

Asn

108

Ser Ala

Val Asn
25

Ser Asn
40

Ser Glu
Pro Thr
Ser Lys
Glu Ile

105
Thr Asn
120
Gly Val

Ala Thr

Val lle

Ile

10
Ser
Phe
Ala
val
Thr
_90
val
Leu
His

Ala

Ser

Thr

Leu

Lys

Ala

Gln

75

Gly

val

Asp

Ser

Ala

1sS

Thr

Leu

Glu

Phe

Ala

60

Gly

Ile

Ser.

Phe

Gly

140

Val

Gly

Ala

Glu

Tyr

45

Gly

Asn

Gly

Phe

Gly

125

Phe

Ala

His

val Ala
15

Arg Ala
30
Ile Gln

Ser Lys

Gly Ala

Gly Tyr
95

Arg Gly

110

Gln Glu

Gln Arg

Ser Ala

Ser Leu

Ser
Val
His
1le
Thr

80
val
Ser
Asp
Ala
Arg

160

Gly
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Gly

Pro

Leu

Hie

225

val

Leu

Bis

Arg

305

Asp

Glu

Ala

val

Ser

210

Ala

His

Asp

Gly

Tyc
290

Ala

Tyr

Val

ABp

195

Ala

Asp

Thr

Tyr

Cys

275

Phe

Tyr

Glu

val

Ala
180

Ile

Phe

Asp

Thr

Thr

260

Asn

Gla’

Arg

Leu

Lys
340

165

Vval

Tyr

val

Pro

Pro

245

Ile

Gly

Ala

Ser

Glu

325

Asn

Leu

Thr

Ser

val

230

Glu

Ser

Gly

Thr

Ala

310

Lys

Asn

- 109

Ala Ala
Tyr Gly
200

Asn Gln
215

Pro Arg

Phe Trp

ARsp Val

Thr Leu

280
Asp Ala
295
Glu Ser

Lys Leu

Gln Ala

170

Ala Asn
185

Ser Pro

Ala Gly

Leu Pro

Leu Ser
250

Lys Val
265

Gly Leu

Cys Asn

Val Asp

Asn Ser

330

Arg Ser
345

Leu

Arg

Gly

Pro

235

Gly

Cys

Asp

Ala

Lys

315

TYT

Arg
val
Glu
220
Leu
Gly

Glu

1le

Gly

300

Axg

Val

val Gly
190

Gly Asn
205

Tyr Arg
Ile Phe

Gly Gly

Gly Ala
270

Ala Ala
285
Gly Phe

Ala Thr

Gln Met

175

Gly Thr
Ala Gln
Val Thr

Gly Tyr
240

Asp Lys
255

Ala Asn
His Leu
ser Trp
#Bt Thr

320

Asp Lys
335
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Patentkrayv:

1. Polypeptid, som fremviser phospholipase A-aktivitet, der er valgt fra gruppeh.
som bestar af:

(@) et polypeptid, der kodes af den phospholipase A-kodende del af DNA-
sekvensen, der er klonet ind i plasmid pYES 2.0, som er til stede i Escherichia

coli-DSM 11289,

(b) et polypeptid med en aminosyresekvens som vist i positionerne 31-346 i
SEQ ID NO: 2,

(c) et polypeptid med en aminosyresekvens som vist i positionerne 31-303 i
SEQID NO: 2, og

(d) et polypeptid, der er mindst 70 % homologt med polypeptidet, der er
defineret i (a), (b) eller (c).

2. Polypeptid ifglge krav 1, som er en phospholipase A1.

3. Polynukleotid, som omfatter en sekvens, der er valgt fra gruppen, som bestar
af:

(@) den phospholipase A-kodende sekvens, der er kionet ind i plasmid pYES
2.0, som er til stede i Escherichia col-DSM 11299,

(b)  nukleotiderne 23-1063 i SEQ ID NO: 1,

(¢)  nukleotiderne 113-1063 i SEQ ID NO: 1,

(d)  nukieotiderne 113-931 i SEQID NO: 1,

(e) et polynukleotid, der koder for aminosyrerne 31-346 i SEQ ID NO: 2,

49 et polynukleotid, der koder for aminosyreme 31-303 i SEQ ID NO: 2, og

(g) et polynukleotid, der er mindst 70 % homologt med et hvilket som helst
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af ovennaevnte polynukleotider, hvor polynukleotidet koder for et polypeptid, der
fremviser phospholipase A-aktivitet.

4. Polynukleotid ifgige krav 3, der koder for et phospholipase A1-polypeptid.
5. Vektor, som omfatter polynukleotidet ifaige krav 3 eller 4.
6. Veertscelle, som omfatter vektoren ifeige krav 5.

7. Veertscelle ifelge krav 6, som er en eukaryotcelle, iseer en svampecelle,
sasom en tradsvampecelle, for eksempel Aspergillus eller Fusarium.

8. Fremgangsmade til frembringelse af en phospholipase A, som omfatter.

(@) dyrkning af veertscellen ifalge krav 6 eller 7 under betingelser, der er
passende til ekspression af phospholipasen og

(b) indvinding af phospholipasen.

9. Anvendelse af polypeptidet ifelge krav 1 eller 2 i en proces, som omfatter
behandling af et phospholipid eller lysophospholipid med phospholipasen til
hydrolysering af fedtacylgrupper.

10. Anvendelse af polypeptidet ifaige krav 1 eller 2 i en proces til reduktion af
indholdet af phospholipid i en spiseolie, der har et phosphorindhold fra 50-250
ppm, som omfatter behandling af olien med polypeptidet til hydrolysering af en
stor del af phospholipidet og separering af en vandfase, som indeholder det
hydrolyserede phospholipid, fra olien.

11. Anvendelse af polypeptidet ifgige krav 1 eller 2 i en proces til frembringelse
af et bagt produkt, som omfatter tilsaetning af polypeptidet til en dej og bagning
af dejen til frembringelse af det bagte produkt.

NZAS-0007673



112

12

tee - - - | WOPTA}4[Blo[aW]3 816 WniodsaRpY 4
ot SHYONNMYAA xmmo sz¢  wniodsAxo4
sie PIXNM3N33(aiswig - - - - - ...;..ﬂxﬁ&_<_u<mhA§ wruodsaRPRY 4
szt INNI1I|VIOJLNJLYUN OASI Y SHAHEMWSIDDV N[V #62 wniodsAxo'd
w2 YWSPIAL IRVITO DI [IDDONOWANY|IDIOA M| 3 ez wnodsaspyd
sz aLvpdAHIHYivli avohlLooNoPnyjvloaoaNaa ez wniodskxo'y
w2 LA[TAQ-panae waw»:m>om>_ma4mm> ez wnuodsasRY S
W SILA QA QD DPD 3 djLlt HBAD 1 Hfdd 1B dA] oz wniodshxod
w2 [AQP[HLIAYEA 3V IANIINY I SO[NOANUJSDA LA] 68 urodsonpyd
822 moo<zk>m>mo SIA 4/v STOVINDAH I SDA LA 46 wniodsdxog
9l Jmmmuﬂome><<<_P<><004wxok>>mxgpa 09}  wruodsORPYY
oot 1lolAld|LDlO Al ANy vV 1AV AV DD 1SHD US| AN|ZSlg] v+ wniodsixoy
SO z<»x<<w><<x>z<<>wmmmoJmopx>woo<>4 o1 whuodsaspyy ‘Bi
o INviM B[S ViAY vILvDs s iBNMYHOlZO|slHADODIS|A 1] ter wniodshxoy | "‘DI4
T omhxowuzuZF_zzm>z_w@m>w>>.mxm<zoh ool wruodsavPYd
o spojasjpoafo|niImNsfi|N1'soul4SAA 1 INEY|s|aL] s  wnodshxod
8 VAAVD T D LIALPANEIORA 1[Flvax3 1 adJINOV[SOH ¢  unodsoeayd
1 (YvAADD | O LNISIDAA|S|LA]I LIV[ONDOA LIdDONN[SOL 5° wniodsAxo’d
” >axM><»zmzo><<o<:oJ>um;zwAmc»»>»m ve  wnodsaRpyd
v )y siolviviv3a SINDA Y vvolHOIA Il N Sldlalil LAPIA] 2= wuodsixod
 VHHE AL LN >ma> w Vv Ldv[s _wJJmJ>mﬁ_ ' wodsoepyd
i [YHIBI3ISNAA >m ><.: livis3 gdpfanw- ¢ wniodsAxo'4

NZAS-0007674




113

22

(Jown) piL
wAzug HOBN 8JAsuosd

L 9 S b ¢ Z Y oa\

o /br om
_ — 001
BB 9, 0 Hd 'o, . , / :
W ey S | 0G1
IT
Boy/Bu o.waw% hun ‘.0t | 00¢
—— .
BwBw 0} '5'g Hd ', 09 06¢
29581097
00¢€
(wdd) 4

aljogsdel }osawwunbappuep

9Se}1087 "SA 1d Wwniiesn - bullswwinbapallo 7 ‘614

NZAS-0007675



"LINGTECH"

PROFESSIONEL OVERSETTELSE

Novozymes A/S | 31.SEF 2007
Att.: Mira Hansen
Krogshgjvej 36 _ MSH
2880 Bagsverd L
Refarence Couniry
Agent 0 1. CKT. 2002 Shor e Den 27. september 2002
Mgy =0
Action Term

—

Vi kvitterer hermed for modtagelse af sagsnr. p4798202dk, der skal oversettes fra engelsk til
dansk.

Vi bekrzfier samtidig, at fristdatoen er den 6. december 2002.

Med venlig hilsen
Lingtech A/S

sy~

stma Breyen

Lingtech A/S » Vesterbrogade 24 » DK-1620 Kebenhavn V « Danmark » Tel +45 3325 7171 « Fax +45 3325 610
E-mail info@lingtech.dk « www.lingtech.dk » A/S-reg.nr. 182.559 * CVR-nr. 13 40 95 95
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LINGTECH

Ej ENGELSK [:] TYSK E] FRANSK OVERSKETTELSE
R T. DANSK
Fra firma NOVOZ.\/I‘Y"‘ - A/S
4 /4
Dato 24/727{9&-3(]&
Side- Ialt |Beskr. Krav |Sm.drag|Tegn. Andet
antal

Fremsendt af

(GYIJE(CL SE;,‘—¥L:LLAf§glA

-/
Sagsnummer 4398. 202 ED /o
Sagsbehandler Sk L. %Lds:y\
Sagsomrdde \

@nskes retur (dato)

(b/; [12- O

Evt. forslag til hvem
der skal oversatte

Evt. bem. vedr.

terminologi

UDFYLDES AF LINGTECE

Oversaztter

Sendt dato

Frist dato

Retur dato Antal ord
Afr.bil.nr. Fakt.nr.
Bem.
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